
1A.	 Vierte un paquete de 125 mL de polvo de medio Shoots o Roots (M) en el recipiente de 250
	 mL para medios.

1B.	 Vierte agua filtrada (W) en el recipiente de medios hasta llegar a 125 mL y cierra la tapa.

1C.	 Agita el recipiente de medios hasta que la solución se disuelva por completo.

1D.	 Coloca la cantidad deseada de recipientes de cultivo y el recipiente de medios en el autoclave 
	 para un ciclo completo.

1E.	 Limpia y esteriliza la zona de trabajo del Campana de Flujo con toallitas de alcohol (superficies
	 internas y frontales).

1F. 	 Coloca los elementos del autoclave directamente debajo del Campana de Flujo y permite que 
	 enfríen hasta aproximadamente 45-54°C (113° - 130°F) o lo antes posible para manipularlos.

1G. 	 Antes de que la solución se convierta en gel, llena cada recipiente de cultivo ¼ de su capacidad
	 con la solución de medios (M) y cierra la tapa.

1H. 	 Deja que los recipientes de cultivo se asienten hasta que el medio se convierta en gel.

1I. 	 Coloca los recipientes de cultivo nuevamente en la caja de herramientas del Campana de 
	 Flujo o en un lugar fresco y oscuro.

PASO 1: PREPARACIÓN DEL MEDIO
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• Todo el trabajo estéril debe realizarse debajo de la zona de trabajo a menos que se indique lo contrario.
• Siempre usa guantes y una cubierta facial al trabajar en la zona de trabajo.
• Cualquier recipiente con líquido colocado en el autoclave debe tener una tapa ligeramente abierta.
• Rocía los guantes con alcohol entre los procesos en la zona de trabajo.
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2A. 	 Coloca un corte apical tomado de plantas madre limpias y saludables en una superficie de 
	 trabajo esterilizada en la zona de trabajo y retira el material de las hojas con un bisturí esterilizado. 
	 Nota: Estos cortes pueden ser superiores, inferiores o medios. El material más saludable dará 
	 mejores resultados.

2B.	 Disecciona el corte en el centro de cada entrenudo dejando suficiente tallo debajo de cada 
	 nudo para sumergirlo en el medio.

2C. 	 Coloca todos los nodos en un recipiente de utilidad esterilizado y llénalo con 240 mL (8 oz)
	 de agua filtrada (W).

2D. 	 Envuelve las pinzas, el bisturí, la toalla de papel y la superficie de trabajo en papel de aluminio y  

	 junta (2) recipientes de utilidad, cada uno lleno con 240 mL (8 oz) de agua filtrada, para 	
	 colocarlos en el autoclave durante un ciclo completo.

2E. 	 Limpia y esteriliza la zona de trabajo con toallitas de alcohol (superficies internas y frontales).

2F. 	 Coloca los elementos del autoclave en la zona de trabajo junto con el recipiente de utilidad 
	 esterilizado lleno de nodos.

2G. 	 Agrega 0.5 mL de Cleanse (C) y agita la mezcla durante 15 segundos.

2H. 	 Abre ligeramente la tapa para verter la solución de Cleanse (C) en un contenedor de desechos
	 sin soltar los nodos. Nota: El contenedor de desechos se sostiene fuera de la zona de trabajo.

2I. 	 Usa el recipiente de utilidad del autoclave para volver a llenar el recipiente de utilidad que
	 contiene los nodos con 240 mL (8 oz) de agua, agrega 20 mL de Blanqueador (B), agita la 
	 mezcla y deja reposar durante 10 minutos en la zona de trabajo.

2J.	 Abre ligeramente la tapa para verter la solución de Blanqueador (B) en un contenedor de 

	 desechos sin soltar los nodos. Nota: El contenedor de desechos se sostiene fuera de la zona 
	 de trabajo.

2K. 	 Usa el recipiente de utilidad del autoclave para volver a llenar el recipiente de utilidad que 
	 contiene los nodos con 240 mL (8 oz) de agua (W).

2L.	 Agita el recipiente de utilidad y vierte el agua en un contenedor de desechos como 	
	 enjuague final.
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3A. 	 Limpia y esteriliza la zona de trabajo con toallitas de alcohol (superficies internas y frontales).

3B. 	 Rocía alcohol para esterilizar los recipientes de cultivo con medio para brotes y el quemador
	 de alcohol antes de colocarlos en la zona de trabajo.

3C. 	 Abre ligeramente el recipiente de utilidad con esquejes, retira un nudo con pinzas esterilizadas 
	 y colócalo en la superficie de trabajo estéril.

3D. 	 Mientras sostienes el nudo firmemente con las pinzas, disecciónalo en el extremo inferior, 
	 dejando suficiente tallo para sumergirlo en el medio.

3E. 	 Abre ligeramente el recipiente de cultivo y coloca el tejido expuesto del nudo en el medio, 
	 cerrando la tapa de inmediato. Ahora esto es un explante. Nota: Asegúrate de que las 
	 herramientas no toquen el medio ni los recipientes de cultivo.

3F.	 Esteriliza las pinzas y la cuchilla del bisturí con el quemador de alcohol después de 	
	 cada corte.

3G. 	 Rocía alcohol en la superficie de trabajo después de cada corte.
	 Nota: Repite los pasos D-G para cada explante que desees crear.

3H. 	 Cuando todos los recipientes de cultivo estén preparados con los nuevos explantes, 	
	 almacénalos bajo una luz de CLON a 75-125 PPFD y a una temperatura ambiente de 20-25.5°C 	
	 (68 - 78°F).
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4A. 	 Envuelve las pinzas, bisturí, superficie de trabajo y toalla de papel en papel de aluminio para 
	 colocarlos en el autoclave durante un ciclo completo.

4B. 	 Limpia y esteriliza la zona de trabajo del Campana de Flujo con toallitas de alcohol (superficies 
	 internas y frontales).

4C. 	 Usa el pulverizador de alcohol para esterilizar todos los recipientes de cultivo llenos con 
	 la fórmula de Raíces/Brotes, los recipientes con explantes y el quemador de alcohol antes 	
	 de colocarlos en la zona de trabajo.

4D. 	 Coloca los elementos del autoclave directamente debajo del Campana de Flujo.

4E.  	 Retira un explante que muestre un nuevo crecimiento prominente de los recipientes de cultivo 
	 con brotes y colócalo en la superficie de trabajo.
	 Nota: Asegúrate de que las herramientas no toquen el medio ni los recipientes de cultivo.

4F. 	 Disecciona el explante en el centro de cada entrenudo, dejando suficiente tallo debajo de 	
	 cada nudo para sumergirlo en el medio.

4G. 	 Si el objetivo es preservar el material genético: Coloca el corte en un recipiente de cultivo 
	 con medio para brotes.

4H. 	 Si el objetivo es crear una planta madre: Coloca el corte en un recipiente de cultivo con medio 
	 para raíces.

4I. 	 Esteriliza las pinzas y la cuchilla del bisturí con el quemador de alcohol después de cada corte.

4J. 	 Rocía alcohol en la superficie de trabajo después de cada corte.
	 Nota: Repite los pasos 4E-4J para cada explante diseccionado.

4K. 	 Cuando todos los recipientes de cultivo estén preparados con los nuevos explantes, 
	 almacénalos bajo una luz de clonación a 75-125 PPFD y a una temperatura ambiente de 	
	 20-25.5°C (68-78°F).
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