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BIOTECNOLOGIA

CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS

MICROPROPAGACION

(principal aplicacion comercial)




Biotecnologia

Es la aplicacion de organismos vivos para la
resolucion de problemas de interés a la
comunidad.

Puede ser clasificada en:

=Biotecnologia en salud humana
=Biotecnologia animal
=Biotecnologia industrial
=Biotecnologia vegetal
=Biotecnologia ambiental




Biotecnologia vegetal

Permite producir mas radapidamente
nuevas variedades de plantas con
caracteristicas mejoradas, mayor
rendimiento, tolerancia a
condiciones adversas, resistencia a
herbicidas, control de plagas.

En 2008 un equipo cientifico de la
Universidad de California creo una
planta de tabaco que brilla,
utilizando la enzima luciferasa
extraida de la luciéernaga.




¢Qué es el cultivo de tejidos vegetales in vitro?

Es el cultivo en medio nutritivo, bajo condiciones
asépticas, de plantas, semillas, embriones, 6rganos,
tejidos, células y protoplastos de plantas superiores.




Aplicaciones del cultivo de tejidos in vitro

v Propagacion masiva de plantas (micropropagacion): principal
aplicacion comercial del cultivo de tejidos vegetales

v Obtencion de plantas libres de patdgenos (cultivo de meristemas,
guimioterapia y termoterapia)

v Conservacion de germoplasma
v Produccion de metabolitos secundarios

v Mejoramiento genético mediante la induccién de mutaciones y
seleccion in vitro: Variacion Somaclonal

v" Ingenieria genética: obtencion de plantas transgénicas




Existen tres conceptos basicos que
fundamentan el cultivo in vitro
de células y tejidos vegetales:

- Totipotencialidad celular

- Desdiferenciacion / Rediferenciacion

- Balance de reguladores del crecimiento




La teoria de la totipotencialidad celular, enunciada

por Haberlandt a principios del siglo XX, postula que
toda célula vegetal individual es capaz de regenerar
una planta entera a partir de un cultivo in vitro, sin
importar el grado de diferenciacion alcanzado. Para
ello se requieren condiciones especificas referidas al
medio del cultivo, relaciones hormonales,
temperatura, fotoperiodo, etc.

La desdiferenciacion consiste en la transformacion y
pérdida de las caracteristicas de especializacion de
un tipo celular para dar lugar a celulas de tipo
meristematico. El siguiente paso involucrado en la
regeneracion de una planta es la redifereciacion de
las células previamente desdiferenciadas.

Todo proceso de diferenciacion esta regulado por el
balance entre diferentes tipos de reguladores del
crecimiento, fundamentalmente de auxinas Yy
citocininas.




Industria del cultivo in vitro

* A partir de los avances en la regeneracion de plantas in vitro (desarrollo de los medios de
cultivo y el conocimiento de los reguladores de crecimiento u hormonas) se desarrollé
toda una industria que abarca desde la micropropagacion hasta la transformacién genética.

* En la actualidad existen mas de 600 compafias en el mundo con una produccién de mas de
500 millones de unidades por aio

BIOFABRICAS




¢,Qué es una biofabrica?
Es un lugar para la produccion a gran escala de plantas y semillas mejoradas

23 de agosto de 2018 / NOTICIA

Se inauguro la Biofabrica UNAHUR
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La Universidad Nacional de Hurling Argen N, IO _Biotecnologia
. s . en respuesta a un mundo
micropropagacion in vitro de espec en crecimiento
extensién universitaria. Participo el Consejo Argentino para la Informacion y el Desarrollo de la Biotecnologia

‘m% a‘&mmﬁ ) :
. - pp—— SBiofabrica

inicio MISIONES S.A.

Acerca de ArgenBio

Novedades
La biotecnologia
Cutivos aprobados y adopcién PRODUCTOS
Alimentos Transgénicos

Aplicaciones

Preguntas Frecuentes s Vitro p|a ntas,

Biblioteca s Plantin Clonal o de semilla,
Glosario » Semilla vegetativa,

Links recomendados * Baby plant,

Educacién » Fertilizantes y Fungicidas a base de Microorganismos.

Para periodistas

Contactenos

Especies Beneficios de las vitroplantas
Agroindustriales: Cafia de aztcar, Mandioca. Mayor sanidad.

Forestales: Eucalyptus, Kiri y Paraiso. Rejuvenecimiento.

Forrajeras: Pasto elefante. Mayor rendimiento.

Frutas Tropicales: Banano y Anana. Mayor productividad de los cultivos.

Medicinales: Stevia, Menta y Carqueja.
Ornamentales: Orquideas y Heliconias.




Laboratorio in vitro de orquideas:
una biofabrica en Villa Elisa




Organizacion del laboratorio de cultivo de tejidos

area de preparacion (balanzas, medidor de pH, heladera, destilador y
bidestilador de agua)

area de lavado y esterilizacion (autoclave, estufa, lavavajillas)
area de transferencia o siembra (flujo laminar) |

area de incubacion o crecimiento (control de temperatura,
iluminacion y humedad relativa)

area de observacion (microscopio, lupa)

invernaculo

Esta organizacion es necesaria para
mantener las condiciones de asepsia




Laboratorio de cultivo de tejidos

AUTOCLAVE

FLUJO LAMINAR DE AIRE ESTERIL



Condiciones de incubacion

Temperatura

Luz
Calidad

Cantidad
Fotoperiodo
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¢Como lograr un cultivo de tejidos vegetales?
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Medios de cultivo: tipos

Medios
semisolidos




MEDIO DE CULTIVO

Plantines de caina de azucar creciendo en biorreactores (sistema RITA)




MEDIO DE CULTIVO

Propagacion de plantines de anana mediante inmersion temporaria en
biorreactores
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Recipiente con explantes




Composicion del medio de cultivo

« Agua destilada: representa el 95% del medio

* Fuente de carbono: generalmente se usa sacarosa. La
fuente de carbono se necesita porgque los explantos no
son completamente autotrofos

« Sustancias inorganicas: macroelementos (N, P, K, Ca,
Mg, S) y microelementos (Fe, Co, Zn, Ni, B, Al, Mn, Mo,
Cu, I), en una proporcion adecuada segun la planta
elegida

 Vitaminas: Vitaminas B1, B2, B6, vitamina H, vitamina
E, acido félico, acido nicotinico, entre otras.




Composicion del medio de cultivo

* Hormonas y reguladores del crecimiento:

Auxinas: promueven la elongacion celular, la formacion de
callos y raices adventicias, inhiben la formacion de
brotes axilares adventicios.

Citocininas: promueven la division celular, regulan el
crecimiento y el desarrollo de los tejidos vegetales.

Otras: giberelinas, acido abscisico, etileno.

* Mezclas de sustancias poco definidas: extracto de
levadura, extractos vegetales.

* Materiales inertes: se usan como soporte: agar,
agarosa, otros polisacaridos, lana de vidrio, papel de
filtro, arena.



Reguladores * Grupos basicos de reguladores del crecimiento:

de - Auxinas
.. - Citocininas
crecimiento - Giberelinas
- Acido abscisico
- Etileno

* Generalidades:

- Actuan a bajas concentraciones

- Interactian unos con otros (los resultados
estan determinados por las concentraciones
relativas entre las diferentes fitohormonas).

- Los reguladores enddgenos del crecimiento
estan presentes en la planta durante todo
su ciclo de vida pero su concentracion fluctaa.
Su concentracion relativa varia en funcion
del estado fisiologico de la plantay en cada
uno de los 6rganos de ésta.

- Estan involucrados en numerosos procesos
fisiologicos.



Uso de Hormonas y Reguladores

Importancia del balance hormonal:

A: Auxina/ Citocinina=1 callo
B: Auxina/ Citocinina>1 raiz
C: Auxina/ Citocinina <1 brote




Importancia del balance hormonal

Concentracion de IAA (mg/ml)
00 D,005C 0,030 0,18 0,080 3.0

Concentracion de quinetina (mg/ml)
q

—
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Callos, brotes y raices




Medios de cultivo: composicion general

Compuestos inorganicos

Macronutrientes: NO, -, PO,3, K*, Ca?*,

Mgz+’ 8042—
Micronutrientes: Fe2+, Cu?*, Zn2*, Mn2*,
Mo2*, Co?*, I

Carbohidratos
Sacarosa, glucosa, mio-inositol

Vitaminas

Tiamina (B1)
Piridoxina

Acido nicotinico (C)
Biotina

Aminoacidos
Glicina

Reguladores del crecimiento
Auxinas

Citoquininas

Giberelinas

Soporte inerte (medios semisolidos)
Agar (0,7 a 1%)

Gelrite®
pH
56-5,8

Esterilizacion
1 atmodsfera, 15 a 20 min en autoclave




Composicion

Compuesto

de medios de cultivo comiunmente usados

Concentracion en el medio de cultivo (mg/L)

Schenk y

Es el mas conocido

Hildebrandt CErngg Heller MIEEIEE 37
) (Bs

Ca(NO,), 142 - - - -
KNO, 81 2.500 300 - 1.900
NaNO, - - - 600 -
NH,NO, - - - - 1.650
NH,H,PO, - 300 - - -
(NH,),SO, : - 134 i i
MgSO,.7H,0 74 400 500 250 370
CacCl,.2H,0 - 200 150 75 440
KCI 65 - - 750 -
KH,PO, 12 - - - 170
NaH,PO,.H,O - - 150 125 -
MnSO,.H,O - 10 10 - -
MnSO,.4H,0 - - - 0,1 22,3
Kl - 1 0,75 0,01 0,83
H;BO, - 5 3 1 6,2
ZnS0,.7H,0 - 1 2 1 8,6
CusoO, - 0,2 0,025 - -
CuSO0,.5H,0 - - - 0,03 0,025
NaMoO,.2H,0 - 0,1 0,25 - 0,25




Composicion de medios de cultivo cominmente usados

Concentracion en el medio de cultivo (mg/L)

SOMPHESo Hﬁgzg?:n)ét Gamborg Heller Sl 3

(SH) Skoog (
CoCl,.6H,0 - 0,1 0,025 - 0,025
AICl, - - - 0,03 -
NiCl,.6H,0 - - - 0,03 -
FeCl,.6H,0 - - - 1 -
FeSO,.7H,0O - 15 - - 27,86
Fe(SO,); 2,46 - - - -
Sequestrene 330 Fe - - 28 - -
Na,EDTA - 20 - - 37,26
Mio-inositol - 1.000 100 - 100
Tiamina-HCI - 5 10 - 0,4
Acido nicotinico - 5 1 - -
Piridoxina-HCI - 0,5 1 - -
Curcto e - - - -
Sacarosa 20.000 30.000 20.000 - 30.000
pH 5.9 52 5,8




¢ Como lograr un cultivo de tejidos vegetales?
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Explante:
Tejido separado de la planta
madre y transferido a un medio
artificial de crecimiento.




Fuente de
Explante

In vitro



TIPOS DE CULTIVOS IN VITRO:
respuestas segun el explante utilizado

PLANTA

- - -
MERISTEMO \
CULTIVO CULTIVO DE ENRAIZAD O

_ MERISTEMO

TALLOS
ADVENTICIOS

EMBRIO GENESIS
DIRECTA

SEC CION DE

TENDO SOMATICO %ALL 0

o8, — 0

CULTIVO DT‘*\_" < 8

CELULAS Y [} SEMILLAS

PROTOPLASTOS EMBRIONES SOMATICAS
SOMATICOS




Existen dos
posibles vias
morfogenéticas
para la
diferenciacion
de novo de
brotes o
plantas
completas

* Posibles vias morfogenéticas:
- Organogénesis
- Embriogénesis

 Diferencias entre las dos posibles vias:

- La organogénesis es de origen pluricelular. Un grupo o
cluster de células del explanto inicial se desdiferencia
inicialmente para luego rediferenciarse dando lugar a un
organo vegetal. No se obtienen por esta via plantas
completas.

- La embriogénesis se presupone de origen unicelular.
Una célula del explanto se aisla y constituye el punto
de partida para la obtencion de un embridon somatico.
Se diferencian embriones o estructuras bipolares
gue completan cada una de las etapas implicadas
en la ontogenia de un embrién cigético. El resultado
es una planta completa.



Morfogénesis

* Organogénesis:
formacion de 6rganos
(tallos y raices)

— Directa ‘

— Indirecta (callo)

 Embriogénesis:
formacion de
embriones somaticos
— Directa
— Indirecta (callo)

Dentro de la organogénesis
pueden diferenciarse dos vias:

- La formacion de yemas
axilares

- La formacion de yemas
adventicias

Embriones  somaticos: se
originan a partir de células que
no son el producto de la fusion
de gametos. Son estructuras
bipolares, que tienen un eje
apical-radical, capaces de
crecer y formar plantas
normales




Embriogénesis somatica

ETAPAS

Induccion: formacion de masas proembridnicas, con auxinas

 Histodiferenciacion: embriones en estadio globular, de

corazon, de torpedo, sin auxinas

e Maduracion: embriones en estado cotiledonar,
desecacion

e Germinacion

con ABA,




Embriogénesis somatica
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embriones Embrion en estado
globular

Callo embriogénico

Embridn en estado de

3 Embrién en estado de
corazon

torpedo

Embrion en estado
cotiledonar




Induccion de la Embriogénesis Somatica

Callo embriogénico




Embriogénesis somatica

PEAAUARSUSOA

somaticos en Perezia pinnatifida. (A) callo fnable, (B) formacion
ado ¢ razon, (D ado lorpedo, (E) estado cotiledonar v (F)
minacion y desarrollo del embrién somatico




Embriogénesis somatica
semilla artificial

Embriones maduros encapsulados en alginato de sodio



Una semilla artificial es una estructura vegetal de
origen asexual obtenida in vitro a partir del cultivo de
tejidos y modificada, que intenta imitar una semilla
natural.
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Semilla sintética
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Lavado O @

Nitrato de Alginato de
calcio sodio

Induccion de la embriogénesis somatica (a-d); seleccion de embriones
somaticos (e); inmersion de los embriones en alginato de sodio (f);
acomplejamiento con nitrato de calcio (g); lavado (h); semilla sintética (i)



Etapas en la produccion de semillas
sintéticas
Induccion de la embriogénesis somatica

'

Produccion sincronizada y en gran escala
de los embriones somaticos

'

Maduracion de los embriones somaticos

v

Encapsulamiento mecanizado

’

Almacenamiento de las semillas sintéticas

’

Siembra en invernadero o a campo




(A) (B)




Aplicaciones del cultivo in vitro

v Propagacion masiva de plantas (micropropaacion): principal aplicacion
comercial del cultivo de tejidos vegetales

v Obtencion de plantas libres de patdgenos (cultivo de meristemas,
guimioterapia y termoterapia)

v Conservacion de germoplasma
v" Produccion de metabolitos secundarios

v Mejoramiento genético mediante la induccién de mutaciones 'y
seleccion in vitro; Variacion Somaclonal

v" Ingenieria genética



MICROPROPAGACION

Ventajas:

- Multiplicacion de gran numero de
plantas en cortos periodos de
tiempo.

- Produccion independiente de las
condiciones ambientales.

- Incremento de los rendimientos
debido al rejuvenecimiento y al
saneamiento.

- Uniformidad en las plantas
producidas.

- Mayor facilidad de
comercializacion.



Etapas

de la micro

propagacion

vegetal * Iniciacion
(Murashige, 1974)

- Eleccion y fitoacondicionamiento de la planta
madre

- Eleccion del explanto inicial y de la formulacion
del medio de cultivo

- Desinfeccion superficial de los explantos

- Establecimiento del cultivo in vitro

* Multiplicacion

- Multiplicacion del material stock

* Enraizamiento

- Enraizamiento de los brotes obtenidos in vitro



Actualmente se incluyen otras fases:

FASE O : Preparacion de la planta madre

FASE | : Establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia

FASE |l : Multiplicacion de brotes

FASE Ill : Enraizamiento

FASE IV: Aclimatacion




FASE O:
PREPARACION DE LA PLANTA MADRE

e Para poder establecer el
cultivo en condiciones de
asepsia, se deben obtener
explantos con un nivel
nutricional y un estado
fitosanitario adecuado.

* Importancia del cuidado de las
plantas madres




FASE |: ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO EN
CONDICIONES DE ASEPSIA

Lavado del material con agua corriente,
eliminacion de las partes muertas e
infectadas de la planta.

Introduccion de la porcion de planta en
alcohol diluido al 80% durante unos
segundos.

Sumergir la planta en una solucién de
hipoclorito de sodio o Ca con un agente
humectante durante 10-30 minutos.

Enjuague del material con agua estéril para
eliminar la solucidon de hipoclorito de sodio.
El enjuague debe tener Ilugar bajo
condiciones de asepsia, y suele realizarse en
tres veces sucesivas de unos 2 minutos cada
una.

Establecer
cultivos viables y
axenicos.




Los explantos
deben ser
esterilizados
antes de ser
establecidos
en condiciones
de cultivo

Protocolo tipo de esterilizacion superficial
del material vegetal:

- Etanol 70%, entre 5y 10 seg.

- Solucion de hipoclorito de sodio (NaClO)
de 5 a 20%, entre 5y 30 min. Este paso
puede ser reemplazado por el uso de
soluciones diluidas de bicloruro de mercurio
(HgCl,), entre el 0,01 y 0,05%.

- Enjuagues con abundante H,O estéril
(4 6 5 veces).

- En el caso del HgCl,, el material se debe
enjuagar sucesivas veces pues es dificil
de eliminar.



Siembra en condiciones de esterilidad




Principales causas de contaminacion:

e Esterilizacion superficial inadecuada
 Manipulacion
* |ntroduccion de esporas por Trips

Se detecta facilmente a simple vista a los pocos
dias.



Géneros de hongos mas frecuentes:
* Aspergillus
 (Candida

* Cladosporium
* Microsporium

Géneros de bacterias mas frecuentes:
* Agrobacterium
e Bacillus

* Enterobacter

* Pseudomonas

e Lactobacillus



FASE 1l: MULTIPLICACION DE LOS BROTES




MULTIPLICACION DE BROTES

Plantines de STEVIA
Morita Il in vitro



FASE Ill: ENRAIZAMIENTO DE LOS EXPLANTOS

ENRAIZAMIENTO
IN VITRO

Se transfieren los brotes
obtenidos durante la fase
de multiplicacion a un
medio libre de reguladores
de crecimiento o que solo
contenga auxinas. En
general se disminuye al
50% la concentracion de
nutrientes




FASE IV:
ACLIMATACION

Plantines de Begonia rex Plantines de Aloe listos para rusticar




FASE IV:
ACLIMATACION

Control de:
Temperatura
Humedad
Irradiancia

Presencia de
patdgenos




Aclimatacion

* Optimizar la transferencia del ambiente in vitro a condiciones de
invernaculo o campo.

 Minimizar pérdidas y acelerar el proceso.

PLANTAS OBTENIDAS IN VITRO:
Hojas delgadas
Tallos débiles
Raices débiles y poco funcionales
Conexion tallo-raiz incompleta
Baja tasa fotosintética
PROCESO GRADUAL:
Disminucion de la HR

Crecimiento autotrofico
Condiciones sépticas.



MICROPROPAGACION

Figura 1. Etapas del proceso de micropropagacion de rauli. A) explante nicial: brotes apicales: B) mmitiplicacion de brotes: C) etapa de
pre-aclimatacion en laboratorio: D) plantas a transferir a invernadero: E) plantas bajo mnel plastificado en invernadero para
mantener alta humedad: F) plantas despues de tres meses en invernadero.

Figure 1. Stages of the rauli micropropagation process. A) inifial explant: apical shoots, B) shoot multiplication: C) laboratory pre-
acclimatation stage: D) plants to be transferred to the greenhouse: E) plants under plastic funnpel in greenhouse to maintain
high humidity: F) plants after three months in greenhouse,



Micropropagacion Melia azedarach var. gigantea L.

A) Huerto semillero con ejemplares de seis afios de edad, Misiones

B) Etapa O, plantas de 6 meses de edad en invernadero y utilizadas como donantes
de meristemas.

C) Etapa 1: Establecimiento del cultivo.

D) Etapa de multiplicacion

E) Explantos con problemas de vitrificacion y presencia de callo.

F) Vastago enraizado para pasar a la etapa de aclimatizacion.
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Micropropaaacion de arandano

Secciones
uninodales,

Planta con
frutos de 1
ano en el
campo




Costos de la micropropagacion

e (Capital para la instalacion del laboratorio
e Costo de la mano de obra
e Costo de los materiales

e Caracteristicas del comportamiento in vitro del material:
Facilidad de establecimiento, rejuvenecimiento, etc.
Tasa de multiplicacion

Enraizamiento in vitro/ex vitro

* Pérdidas que ocurren en cada etapa del proceso:
contaminacion

hiperhidricidad

% plantas que no enraizan

% plantas que no sobreviven la aclimatacion



Micropropagacion vs propagacion vegetativa convencional

* Es posible propagar algunas especies que no se
propagan “in vivo”.
e Se necesita muy poco material de partida.

* El crecimiento es mayor por rejuvenecimientoy
sanidad.

* Se requiere poca area para el cultivo del material.
* Se elimina el efecto estacional.
 Simultaneamente se “limpia” el material.



Otras aplicaciones ...



Conservacion del germoplasma.

Colecta

Cuarentena, indice de
dano y erradicacion de
patogenos
Propagacion

Caracterizacion,
evaluacion y monitoreo

Almacenamiento

Distribucion
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BANCO DE GERMOPLASMA

Banco
de germoplasma

Jardin 4 ™ Banco
de semillas

botinico =




BANCO DE GERMOPLASMA

BANCO IN VITRO

BANCO DE SEMILLAS

© Copyright 2002 - INTA EEA Anguil

La conservacion in vitro se utiliza
para almacenar germoplasma de
cultivos agricolas, forestales o
especies nativas amenazadas

Las muestras colectadas deben
ser secadas con anterioridad
para su conservacion para
evitar el deterioro por
hongos.

bajo crecimiento  crioconservacion

Los materiales son ordenados y
registrados en cajas, lo cual permite
llevar un banco de datos.



BANCOS DE GERMOPLASMA in vitro

l

l

Meristemas creciendo a tasas
minimas (4°C y medio de cultivo
reducido) durante 12 meses.

Crioconservacion de meristemas
aplicando la técnica de
encapsulacion/desidratacion.

l

Plantas provenientes de meristemas
conservados a tasas minimas (60
dias de transferidas a susltrato).

Plantas provenientes de meristemas
crioconservados a -196°C.




Sanidad Vegetal:
CULTIVO DE MERISTEMAS

Es el cultivo in vitro del domo apical
(meristemo apical que como
media mide 100x100 pm) mas
los primeros primordios foliares.

meristema

—

un medio de
composicion
diferente

yema

apical i

|

planta
madre

cultivo de merizstema

Apice meristematico

;

|

planta
hija

formacion de organos




Produccion de metabolitos secundarios

*Obtencion de
lineas sobreproductoras

*Cultivo de células
Taxol (anticancerigeno)

*Cultivo de callos

Maca (glucosinolatos y
alcaloides)

*Cultivo de raices

Ginseng (anticancerl'geno)
Remolacha (colorante)
Salvia (antioxidante)
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Variacion somaclonal

Trabajar a partir de células o

. Obtencion de variantes
prOtOplaStOS permite una mayor

somaclonales de pasto

eficiencia en la seleccion vy llorén, Eragrostis curvula a
disminuye la posibilidad de partir  del  cultivo  de
generaion de quimeras Intlorescencias .

Antes de los 8 meses de
cultivo, no hay variaciones
cromosomicas. Alos 24
meses de cultivo in vitro, en
general, la planta muere por
la cantidad de cambios
cromosomicos producidos

L ' 3 ' ' Resistencia a frio en paraiso

_ Xy R s gigante y a salinidad en

v & N7 W eucalipto, mediante el cultivo
' AWSCNRINE - gy S de callo




Mejora genética. OGM

En 1983 se informaron los primeros experimentos de expresion de
un transgen (gen introducido por via asexual) en células vegetales
y al ano siguiente se obtuvieron las primeras plantas transgénicas
(tabaco y petunia).

Desde entonces se ha
extendido la aplicacion

de esta tecnologia a mas
de 120 especies.



Aplicaciones del cultivo de tejido
Mejora genética. OGM

METODOS:
a) indirectos: transformacion
m e d i a d a p O r A gl’ObaCteriUm Aic?laBmi?rrro' gen "ory" Introduccion en A. tumefaciens gen "cry
e 0. thurigiensis
tumefaciens: un vector . —l .
b 10 I ogl CO q ue pa rt ICI pa d € Ia Cromosoma Plasmido Ti Ce“j'aaaes
transferencia (sélo para iy PR R——
. . 5 resistente a insectos
dicotileddneas) L)
& | &

b) directos: por distintos

T
o 7 . o Cultivo "in vitra"
mecanismos fisicos se introduce g%g%% E §3

el ADN en la célula:

electroporacion de protoplastos,
polietilenglicol, biolistica



PLANTAS TRANSGENICAS

Resistencia a herbicidas: se basa en la transferencia de genes de
resistencia presentes en bacterias 0 vegetales como la petunia. Ejemplos:
soja resistente a glifosato, colza resistente a glufosinato y algodon
resistente a glifosato, glufosinato y bromoxinil, tabaco.

Resistencia a plagas y enfermedades: resistencias a virus en tabaco,
patata, tomate, pimiento, calabacin, soja, papaya, alfalfa y albaricoquero,
resistencia a insectos en maiz Bt, algoddn, batata

Mejora de las propiedades nutritivas y organolépticas: en el tomate se
ha logrado mejorar la textura y la consistencia impidiendo el proceso de
maduracion, al incorporar un gen que inhibe la formacion de pectinasa,
enzima que se activa en el curso del envejecimiento del fruto.

A\

Transgénicos en Argentina,: soja
maiz
algodon




Manipulacion genética en el
sector forestal

Se realiza en al menos 35 paises, y se limitan
esencialmente a las especies Populus, Pinus,
Liguidambary Eucalyptus.

ler arbol transgénico:
Populus nigra

transformado con los genes de resistencia a insectos (taladro).



Aplicacion de biotecnicas en especies forestales:
transformacion genética de arboles

Objetivos mas estudiados en ingenieria genética forestal:

- Aumento en la produccion de biomasa (modificacion de
la expresion de genes que participan en la sintesis de
hormonas como citocininas y giberelinas)

- Cambios en la estructura de la madera (modificacion del
contenido y composicion de la lignina)



Otros objetivos ...

Resistenciaa insectos y hongos en alamo

Tolerancia a herbicidas: resistencia a glifosato en Populus,
Piceay Pinus.

Capacidad de crecer en suelos marginales: arboles
tolerantes a salinidad en Eucalvptus camaldulensis

Para fitorremediar compuestos organicos en alamo, para
fitorremediar Hg en Liriodendron tulipifera



CRISPR en accion

LO maS nuevo " ow ‘;Tijelras MoLéculaguia
moleculares” e ARN
C%"' e N
EDICION GENICA: T
XN ¢
IR 4 A
* La tecnologia CRISPR / Cas 9 “Oé/“
Permite editar la informacion del |
ADN de cualquier especie incluida T o ot
la humana.

* Es un mecanismo natural que tienen las bacterias para defenderse del
atagque de los virus.

 Se trata de la produccion, por parte de la bacteria, de segmentos de ADN

gue se acoplan a secuencias complementarias del ADN del virus invasor y
con la ayuda de enzimas especiales, lo modifican de manera de inactivar el
virus



BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA

Plantas de probeta

Manual para la propagacion de plantas
por cultivo de tejidos in vitro

Sandra Sharry, Marina Adema y Walter Abed

naturales

http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/46738/Documento_com
pleto  .pdf-PDFA.pdf?sequence=1



BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il

Biotecnologia

Editores: N U I
Gabriela Levitus, Viviana Echenique, =
Clara Rubinstein, Esteban Hopp

y Luis Mroginski

Ediciones INTA
http://intainforma.inta.gov.ar/wp-content/uploads/2010/09/bio_ WEB.pdf



