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CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

Conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento y/o crecimiento de
células o tejidos en un medio nutritivo y
en condiciones ambientales
controladas.




Los tejidos vegetales pueden cultivarse

ot e Hofiotent

La célula retiene toda la informacion para
regenerar una planta completa
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Diferenciacion celular

La célula adquiere propiedades diferentes
a las de la célula que la origino

Desdiferenciacion

Célula diferenciada == Ceélula desdiferenciada

Célula diferenciada =) Retiene’i_nformacién
(Y

Totipotencialidad
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CULTIVO IN VITRO DE TEJIDOS VEGETALES

Conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento y/o crecimiento de
células o tejidos en un medio nutritivo y
en condiciones ambientales
controladas.
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Medio nutritivo

Las porciones del vegetal que se
cultivan in vitro: “"explantos”

No son autotroficos
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Necesidades nutricionales y hormonales de

“

Sustancias organicas
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Medio nutritivo: Fitohormonas

"ll!!ll!_!! 0 - " =

0.01 a 10 mg/I 0.03 a 10 mg/l
Acido indol Acético (AIA) Bencil adenina-(BA)
Acido Indol Butirico (IBA) Bencilaminopurina (BAP)

Acido Naftalén Acético (ANA) 21p
Zeatina
2-4D Tridiazuron
Se disuelven en Se disuelven en
NaOH 1N HCI 1N

En cultivo de meristemas y

m para elongacion: Acido Giberélico

(GA;)
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Medio nutritivo

b1 17

Auxinas Citocininas Auxinas Citocininas

Parte aérea Enraizamiento




Modalidades de cultivo in vitro

Cultivo de meristemas ‘ ‘Cultivo de yemas

Cultivo de anteras Cultivo de embriones

Cultivo de protoplastos
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Tipos de cultivo in vitro

Cultivo de Apices

Propagacif’:n de @ / % x%é&——’ & %
N

g Apice Cultivo de yemas
D AP S T
0 /
v ]_}//_\ﬂ /
1 Formacion de
Yema Brotes Directa
MORFOGENESIS B il

DIRECTA @
/ \ % Embriogénesis __

Directa
()

5 i6n d Otro \
ropagacion de tejido
yemas adventicias

MORFOGENESIS
INDIRECTA

\ Plantulas
/ Plantulas

Suspension
Esquema modificado a partir de Lindsey y Jones, 1989, en celular
Plant Biotechnology in Agriculture. p 59)
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Multiplicacion en plantas

e Semillas

v Reproduccion sexual
v Progenie con distinto genotipo

® Vegetativa: bulbos, esquejes, estacas, tubérculos

v Reproduccion asexual

v Progenie con idéntico genotipo
v Descendencia uniforme

v Se transmiten enfermedades
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Produccion de plantas libres de
enfermedades

Métodos

v Tratamientos con calor: para algunos virus y micoplasmas
v'Cultivo de meristemas
v Ambos

v' Microinjerto: Injerto de meristemas sobre un pie
sano.
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Cultivo de meristemas

Explanto

IN VIVO IN VITRO POST VITRO IN VIVO

Esquema modificado a partir de Lindsey y Jones, 1989, en Plant Biotechnology in Agriculture)
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Obtencion de plantas de sanidad
controlada (Cultivo de meristemas)

Por qué el meristema?

“La concentracion del patégeno

Meristema

e Sistema vascular poco diferenciado
e Elevada actividad metabdlica
e Elevada concentracion de auxinas
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Esquema para la obtencion de
plantas de sanidad controlada

= Extraccion del apice
(0.2-0.5 mm)

= Cultivo del apice en un
medio adecuado

= Planta regenerada

= Planta establecida en

sustrato <=| Cuidadoso control de la humedad

&== Rigurosas evaluaciones
(plantas indicadoras,
injertos, serologia etc)

Cultivo libre de virus <= Mantenimiento, multiplicacién,
Monitoreo de reinfecciones virdsicas
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Cultivo de meristemas

Consideraciones generales
e El proceso no ofrece total seguridad
e Importancia de las técnicas de diagnostico
e Analisis confiables
e Sistemas de deteccion sensibles

e Especificar de qué virus se ha liberado y
la técnica de diagnostico empleada
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Produccion de plantas libres de
enfermedades

Métodos

v Tratamientos con calor: para algunos virus y micoplasmas
v'Cultivo de meristemas

v Ambos

v' Microinjerto: Injerto de meristemas sobre un pie
sano.
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Microinjertos

Injertar apices caulinares en un portainjerto

Etapas:

v' Germinacion in vitro de las semillas del portainjerto
v Preparacion de la plantula para ser injertada

v’ Extraccion del apice de la planta infectada

v’ Mantenimiento de la plantula injertada en cultivo

v Mantener |la planta obtenida en invernadero

v' Indexar las plantas obtenidas
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Microinjertos

MERICIE
especialmente
acondicionada

Dos a cuatro semanas

Ubicacion del apice en la plantula

Published as a special insert to

@ .{ Estac|én Expenmental Agropecuarla Caliiformia Agriculture, Nov-Dec. 1982

Universtiy of California, Berkeley, California.94720
San Pedro '




Microinjertos

http://www.ivia.es/germo/Fotol.jpg
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Tipos de cultivo in vitro

Cultivo de Apices

Propagacion de
yemas axilares

Formacion de
Yema Brotes Directa
MORFOGENESIS Ly

DIRECTA @
/ \ ﬁﬂ Embriogénesis __

Directa

(B

. Otro \
Propagacion de tejido
yemas adventicias

MORFOGENESIS Plantulas

INDIRECTA

Plantulas

A 4

Suspension
celular

Esquema modificado a partir de Lindsey y Jones, 1989, en
Plant Biotechnology in Agriculture. p 59)




Influencia del material de partida: Planta madre

Capacidad regenerativa

v Genotipo

v Edad

v Estado del organo o tejido
v Estado fisiologico

v Estado sanitario

v ARo

v Condiciones de crecimiento
v Posicion del explanto

v Tamano del explanto

v Condiciones fisiologicas

Segun Pierik, R.L.M. In vitro Culture of higher plants
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Influencia del material de partida: Planta madre

Capacidad regenerativa

ee? NoTe | B
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v Genotipo: Dicotiledoneas mejor
que monocotiledoneas, y entre ellas las
Solanaceas, cruciferas muy facil regeneracion

e
e

.']n

v Edad: Partes juveniles mejor que las adultas
v Estado del organo o tejido: Mejor no lefiosos

v Estado fisiologico: Partes vegetativas
mejor que partes generativas
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Influencia del material de partida: Planta madre

s l
Capacidad regenerativa - _gﬁ,,ﬁ_

e | Ay
v’ Estado sanitario: Las mas saludables s A [tk ey
y vigorosas : B

=

v ARo: sobre todo si el material proviene
de campo (inviernos severos 0 veranos secos)

v Condiciones de crecimiento: diferente respuesta Ssi crece en
campo que en invernadero —r .
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Influencia del material de partida: Planta madre

Capacidad regenerativa

F’;’ Wi T =
?l,.ﬂﬁ‘ls‘zl
Lo i.hﬁ_-ﬁ!lltﬁ!
y A DRT
e I -
v Posicion del explanto: Hay un gradiente e ﬁt“!ﬁ
de regeneracion en la planta b e S N e 4

Ly el

v Tamano del explanto: En general a mayor
tamano mayor capacidad regenerativa
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Preparacion de la planta madre

v Recomendable que crezca en
invernadero o camara de crecimiento

v Usar material homogéneo

v Elegir plantas vigorosas

v Promover nuevas brotaciones: podas
v En maceta con sustrato estéril
v Programa sanitario

v Controles y manipulacion de intensidad de luz,
fotoperiodo y temperatura

v Aplicacion de fitoreguladores
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Preparacion de la planta madre

Prevenir insectos de cualquier tipo

Prevenir hongos y bacterias e e "
Regar solo en la maceta (evitar riegos por encima)

Mantener baja la humedad
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Obtencion de explanto y desinfeccion

En invernadero
v Elementos limpios en la coleccion
v Ubicarlos en bolsas identificadas
v En conservadoras
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Obtencion de explanto y desinfeccion

En laboratorio

v Agua corriente

v Se retiran hojas

v Soluciones desinfectantes (etanol-hipoclorito de sodio)
v Enjuagues con agua estéril en cabina de flujo laminar

v Antibioticos y/o fungicidas
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Contaminaciones
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Micropropagacion
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Segmentos uninodales

Fuente: http://www.etsea2.udl.es
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Micropropagacion




Tipos de micropropagacion

Plantas con 5 /
brotes largos A\ Plantula
/ ( enraizada

Explanto
_ P il
Yema
axilar BriEe
\

elongado
Plaﬂtas con Plﬁntula
brotes en . P ) enraizada
roseta ' \

Plantula
enraizada

Esquema modificado a partir de Lindsey y Jones, 1989, en Plant Biotechnology in Agriculture. p 59)




Tipos de micropropagacion

Plantas con | .
brotes largos 2V Iy . Plantula
' f enraizada

Explanto

Y
a:ﬂ: 1] SEETW /W BT NN eyt Wl

AR l-ﬂ':ﬂ it
Plantas con .*“. #‘L ﬁﬂ\’l

brotes en
roseta

Esquema modificado a partir de Lindsey y Jones, 19
en Plant Biotechnology in Agriculture.)




Tipos de micropropagacion

Plantas con
brotes largos

% _frl Explanto

Brote
elongado

Plantas con

Plantula
Esquema modificado a partir de Lindsey y Jones, 1989, enraizada
en Plant Biotechnology in Agriculture.)




Micropropagacion: Etapas (Murashige)

Etapal

Seleccion y desinfeccion de explantos
Cultivo en medio nutritivo

Etapa 11

Multiplicacion a través de subcultivos

Etapa III

Enraizamiento
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Micropropagacion

Transplante y aclimatacion

Microtanel

Estacion Experimental Agropecuaria Fuente: http://www.etsea2.udl.es
San Pedro




Micropropagacion

Transplante y aclimatacion
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. Tanel de aclimatacié¢
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Plahtulas &n Aclimatacion’
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Tipos de cultivo in vitro

Propagacion de
yemas axilares

Propagacion de

yemas adventicias oy o
MORFOGENESIS Plantulas
INDIRECTA
e e
Plantulas
A 4

Suspension
celular

Esquema modificado a partir de Lindsey y Jones, 1989,
en Plant biotechnology in agriculture. p 59)




Morfogénesis directa

Regeneracion
en hojas de
Violeta africana

Fuente: http://www.unizar.es
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Tipos de cultivo in vitro

Cultlvo de Apices
i z Cultlvo de yemas
/——-_-

Formacion de
Brotes Directa
MORFOGENESIS e

DIRECTA @
\ @ Embriogénesis __,

Directa

Propagacion de
yemas axilares

Propagacion de
yemas adventicias

A 4

Esquema modificado a partir de Lindsey y Jones,
1989, en Plant biotechnology in agriculture. p 59)



Morfogénesis indirecta

Masas de callos indiferenciados
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Regeneracion a partir de callos




Cultivo de Anteras

En qué consiste?

Polen inmaduro en medios
adecuados para la formacion de
embriones o callos
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Cultivo de Anteras

Aplicaciones en fitomejoramiento

Cruzamiento A X B

Plantas F1

Lineas haploides

Seleccion
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Cultivo de embriones cigoticos

]
i

v Estudios fisiologicos y nutricionales

Para qué se usa?

v’ Superar dormicion

v Inhibidores en el endosperma

v Acortar el ciclo en mejora

v Rescatar hibridos de cruzamientos
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Recuperacion de hibridos
Barreras a los cruzamientos interespecificos

Precigoticas: el grano de polen no germina o
no atraviesa el estilo.

Postcigoticas: relacionadas con el desarrollo
del embrion

Cultivo in vitro de embriones
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Cultivo de embriones cigoticos
Mejoramiento

Cruzamientos interespecificos

Incompatibilidades

Embriones abortivos

Embriones cultivados in vitro
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Cultivo de embriones cigoticos

En el género Prunus

Portainjertos

Duraznero X Almendro | > resistentes a
nematodes
P. cerasifera X P. munsoniana Mariana 2624

T EHEREH M ER:
Ring spot virus

P. avium X P. seudocerasus ——» cyltivar Colt
(Cerezo)
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En la EEA San Pedro
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Cruzamientos: Metodologia

Parental Maculino

Recoleccion de
flores
en estado globoso

Extraccion y
tamizado
del polen




Parental femenino

Ramas con flores
emasculadas

INTA Estacion Experimental Ag
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Polinizacion

Ubicacion del polen
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Frutos cuajados

T




Desembolsado de ramas
a los 40 dias de la polinizacion
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En laboratorio

Acondicionamiento
del fruto y extraccion
de semilla
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Siembra de
embriones
en condiciones asépticas
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Germinacion in vitro
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Embrion germinado Al :
in vitro ternativas

In vitro

A sustrato




Hibridos ambientados




tados
injertos

jer

i
sobre porta
francos

dos

br

m




Ia

S
©
at
L
Q
o
O
S
(@)
<
©
4

Estacion Experimen
San Pedro
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Gracias por su atencion!

www.inta.gov.ar/sanpedro

Dra. Maria Elena Daorden daorden@correo.inta.gov.ar
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