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1. CONSERVACION DE GERMOPLASMA

v’ Estrategia de conservacidn ex situ usada como método complementario
dentro de una estrategia de conservacion de recursos fitogenéticos.

v Implica el mantenimiento de los explantes en un medio estéril y libre de
agentes patogenos.

v Las técnicas in vitro ofrecen metodologias para la conservacion vy
multiplicacion de especies que producen semillas recalcitrantes o que no

producen semillas.

v' USOS: Introduccidn 6 establecimiento, colecta, eliminacion de patogenos,
multiplicacion, conservaciony distribucion e intercambio de germoplasma.
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Flow chart of operations for Manihot germplasm
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INTRODUCCION DE GERMOPLASMA

RESCATE DE EMBRIONES

EMBRION

Proceso de excision y siembra en el medio de cultivo desarrollado para
embriones cigdticos de yuca (Manihot esculenta Crantz) www.ciat.cgiar.org/urg
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Fase 1. FASE ESTABLECIMIENTO in vitro.

RESCATE DE EMBRIONES EN PALMAS

EXTRACCION DE
SEMILLA RESCATE DE

EMBRIONES

OBTENCION DE
PLANTULAS

FRUTOS

Fuente: Aranzales, 2005 ﬁ%
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CULTIVO DE YEMAS Y MERISTEMOS

Seleccion en funcidn del objetivo:

Yemas Apicales (> estables) Yemas Laterales (< estables)
Saneamiento de material vegetal.
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COLECTA DE GERMOPLASMA

Consiste en tomar y transportar in vitro hasta el laboratorio tejidos
vegetales viables denominados explantes (yemas, meristemos, embriones).

El explante se extrae, se esteriliza y se siembra en un medio de cultivo. La
colecta in vitro se practica con especies cuyas muestras son dificiles de
manejar, como las de reproduccidon vegetativa o de semilla no ortodoxa
(recalcitrante).

Se ha usado para colectar coco ( Cocos nucifera), algodon (Gossypium spp.),
cacao (Theobroma cacao), pastos y forrajes entre otros (Withers, 1995).

xxxxxx
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ELIMINACION DE PATOGENOS

TERMOTERAPIA

Flg ki
! 5 l |
.

2 40°C/35°C 5
ESTACAS %::
TERMOTERAPIA NDEXACION
H1ITELEIET 37°C/35°C

MATERIAL in vitro

RESCATE DE
EMBRIONES Fotoperiodo 12 horas
Temperatura 26-28
Medios 4E — 17N
SEMILLAS Intensidad luminica 1000 lux

Fuente: URG-CIAT, 2008
i
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MULTIPLICACION DE MATERIAL VEGETAL

Proceso de micropropagacion en yuca. Las fotografias a), b) y ¢) muestran el proceso de corte
para la obtencidn de los explantes (apices y yemas axilares), d) muestra la seleccidon y siembra de
los explantes en el medio, e) pueden verse el tubo rotulado y sellado, finalmente f) y g) los cuarto
de crecimiento y conservacion respectivamente a donde finalmente son llevados.
www.ciat.cgiar.org/urg
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CONSERVACION in vitro — Minimo crecimiento

BANCO GENETICO in vitro ACTIVO (IVAG)
MINIMO CRECIMIENTO

CONDICIONES FiSICAS =) CONDICIONES QUIMICAS

Factores ambientales Composicion del medio
! !
Temperatura Reguladores osmaticos
Fotoperiodo Reguladores de crecimiento (Relaciones h.)
Intensidad luminica Inhibidores del etileno
Recipientes de cultivo Agente gelificante
[O,]

T
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CONSERVACION in vitro — Crioconservacion

BANCO GENETICO in vitro BASICO (IVBG)

v' Las técnicas en las que ocurre supresion de crecimiento por almacenamiento del
material a temperaturas ultra bajas (-196°C), usualmente en nitrégeno liquido se
denominan técnicas de crioconservacion.

v' A estas temperaturas la divisién celular y los procesos metabdlicos se detienen,
permitiendo el almacenamiento a largo plazo sin que sufra alteraciones o

modificaciones (Engelmann, 1997).

v" Util para conservar especies de semilla no ortodoxa o de reproduccién vegetativa,
dificiles de conservar en cdmaras o en campo (Ashmore, 1997; Engelmann, 2000).

v" Técnicas clasicas y modernas (vitrificacion).

e —
e e
BN

T P

APLICACIONES PRACTICAS DE LAS TECNICAS DE CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES


http://images.google.com.co/imgres?imgurl=http://allnatural.iespalomeras.net/img/biotecnologia2.gif&imgrefurl=http://allnatural.iespalomeras.net/historia.html&h=296&w=213&sz=11&hl=es&start=104&um=1&usg=__Lh2B7kNziFb-7Gi6Gjxw-wQS4R8=&tbnid=8wFOFbB3MAE8YM:&tbnh=116&tbnw=83&prev=/images?q=biotecnologia+vegetal&start=100&ndsp=20&um=1&hl=es&sa=N

Metodologia de crioconservacion en semillas de palmas

FRUTOS

EXTRACCION
SEMILLA

C.H. 43-45%

SECADO

I

e R

N v 2
DR

IR

VERIFICACION DE

VIABILIDAD

20 °C / 40% H.R.

I
CONTENIDOS DE

TTC

GERMINACION

EN ARENA

RESCATE DE

HUMEDAD

EMPAQUE AL
VACIO

40 -20 - 10%

=

12-8-4%

CRIOCONSERVACION
(-196 °C)

DESCONGELAMIENTO
(23 °C)

EMBRIONES

Fuente: Aranzales, 2005
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DISTRIBUCION E INTERCAMBIO DE GERMOPLASMA

RIESGO:

Transferencia o introduccién accidental de plagasy
patogenos asociados al material vegetal

REQUISITOS:

Certificado fitosanitario expedido por la autoridad competente p. e. Colombia el
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) en el cual se explican los tratamientos y
pruebas de deteccidon de enfermedades aplicadas al material vegetativo.

El solicitante permiso de importacion expedido por la autoridad competente del
lugar de destino del material o |la respectiva comunicacion escrita en la que se
informa la ausencia de requerimiento de este para el ingreso del material vegetal
al pais de destino.
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ESQUEMA DE DISTRIBUCION DE GERMOPLASMA DE YUCA

URG- CIAT
ANTECEDENTES Solicitud de Germoplasma
Aceptacion del SMTA
LOGISTICA

Seleccidon de materiales
Preparacion del envio
Micropopagacion

DOCUMENTACION Lista de materiales

Manual de procedimientos
Base de datos-URG

REQUERIMIENTOS Certificado Fitosanitario

Permiso de Importacion
www.ciat.cgiar.org/urg ‘”@
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2.0BTENCION DE PLANTAS LIBRES DE PATOGENOS

CULTIVO DE MERISTEMOS

El meristemo es un pequeno tejido (0.2-0.3 mm)
localizado en la parte apical de la yema.

La técnica consiste en aislar asépticamente la region meristematica de la yema
vegetativa apical o axilar, juntamente con 1-2 de los primordios foliares mas
jovenes, e implantarla en un medio de cultivo estéril.

Las caracteristicas morfoldgicas (ausencia de tejido vascular y conexiones
plasmodesmaticas pequenas), unida a la activa multiplicacién celular que alli
ocurre, puede explicar la baja concentracion o |la ausencia de virus en ese
tejido (Wu et al., 1960).

oy P
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OBTENCION DE PLANTAS LIBRES DE PATOGENOS
CASO: Yuca

VARIEDADES ESTACAS I I I I
EN CAMPO = (Invernadero) TITT

l e AN
! A
i )
N //J

@ TERMOTERAPIA ™ MERISTEMOS
40°C diurna 0.1A0.2mm
35°C nocturna ‘

)
)

MICROPROPAGACION

Plantulas

((lang®™
((ang
(lang®
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Banco de germoplasma Hojas
TERMOTERAPIA Jl Estﬁs
INJERTOS

Conservacion PRUEBA DE ELISA Y PCR

de plantas bajo
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Fuente: N.C. Flor, 2004 A4y
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CASO: Papa

Nudo con
1 yema

-
(2 0y~
-

TERMOTERAPIA I mes

INTRO
Excision del merstema 2-3 meses
02mm l (@«g\ DTS )

CuLTIvVO
IN VITRO
e — 2:3 meses
NASH para PSTVd )
Microscopia electronica

Representacion esquematica del proceso de erradicacion de virus que se realiza con
fines de produccion de semilla el Centro Internacional de la Papa —CIP.

rf‘f

“(

Fuente: Panta & Golmirzaier- CIP ﬁ%};
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3. MICROPROPAGACION Y PRODUCCION MASIVA

FASES O ETAPAS

Fase 0. FASE INICIAL
Fase 1. FASE ESTABLECIMIENTO in vitro
Fase 2. FASE DE MUTIPLICACION

Fase 3. FASE DE ENRAIZAMIENTO

Fase 4. FASE DE ACLIMATIZACION
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VASO FERMENTADOR DE BAJO COSTO PARA LA
MICROPROPAGACION MASIVA DE JENGIBRE!

Sistemas de propagacion
masiva a bajo costo

Caracteristicas morfologicas de los explantes de jengibre (Zingiber officinale
Roscoe) cultivados en: A. Medio de multiplicacion en estado semisolido. B. Mo-
delo simple. C. Modelo de la rejilla. D. Modelo de la espuma. E. Modelo de las
pledras inertes. Cartago, Costa Rica. 2003.
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4. MEJORAMIENTO VEGETAL

Obtencion de hibridos interespecificos. Ayuda para la obtencion de hibridos derivados de
cruzamientos interespecificos, donde se produce el aborto temprano de embriones. En
estos casos, el explante cultivado es el embridon cigdtico en estadios tempranos de su
desarrollo. Con la misma finalidad también se utilizan ovarios u 6vulos fecundados.

Obtencion de plantas haploides (considerando como haploide a un esporofito que
contiene el complemento gamético de cromosomas). En este caso, los explantes mas
utilizados son las anteras, aunque también pueden emplearse microsporas aisladas,
ovulos y ovarios no fertilizados.

Induccidon de variacion somaclonal. En este caso se pueden utilizar varios explantes, pero
si la finalidad de su utilizacion es la aplicacion en planes de mejoramiento genético de
plantas, los explantes utilizados deben posibilitar la regeneracién de plantas
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Obtencion de hibridos somaticos. Para esta finalidad se recurre a la fusion de

protoplastos. En la mayoria de los casos se aislan los protoplastos de mesodfilos de
hojas y de suspensiones celulares.

APLICACION DE LAS TECNOLOGIAS DE INTRODUCCION DE
GENES VEGETALES

Varias estrategias se aplican en ingenieria genética para obtener:
o Plantas tolerantes a infecciones virales
o Plantas tolerantes a los insectos y resistentes a los herbicidas

o Mejoramiento de la calidad nutricional de los cultivos
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5. PRODUCCION Y OBTENCION DE M. SECUNDARIOS

Las plantas son fuente de una amplia variedad de compuestos quimicos,
METABOLITOS SECUNDARIOS, utilizados como farmacos, pesticidas, colorantes,
saborizantes y fragancias, entre otros.

Desventajas Su acumulacidn en las plantas es baja y lenta, ya que estd regulada
espacial y temporalmente. Es decir, ocurre en células, érganos y tejidos especificos, en
fases determinadas del ciclo de vida de la planta, bajo condiciones estacidonales o de

estrés (Verpoorte et al., 2002). Estado Particular de Diferenciacion Celular.

Puede existir alta variabilidad entre poblaciones e inclusive entre individuos.
Plantas silvestres = colecta habitat natural
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Ventajas

Alternativa para desarrollar BIOPROCESQS a partir de células vegetales in vitro para la
produccion de compuestos quimicos de alto valor agregado.

Combinacion de estrategias agregacion (acumulacion), seleccion de lineas y la adicidon
de precursores (diferenciacién e individualizacion).

v'Sistemas de cultivo
Tipo de explantes cultivados

v'Condiciones de cultivo
Optimizaciéon del medio de cultivo- parametros
Adicion de potenciadores, precusores biosinteticos
Extraccion continua del producto

v'Genética y Biologia Vegetal
Enzimas y rutas metabdlicas
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Ejemplos

Después de mas de 40 afos de investigacion y desarrollo tecnoldgico, los casos

exitosos que justifican técnica y econdmicamente su operaciéon a nivel comercial son
limitados (Trejo-Tapia & Rodriguez-Monroy, 2007).

ANTOCIANINAS conocidas por
tener propiedades antioxidantes,
anticancerigenas y cardiotdnicas.

VID (Vitis vinifera var. red globe)

Arbol (Taxus brevifolia L.) TAXOL® actividad citotoxica 1kg/

corteza de 1000 arboles (Kieran et al.,
1997).

Catharanthus roseus (L.) G. Don VINBLASTINA potente antileucémico

1gr / ¥ tonelada de hojas secas
(Sottomayor et al., 2004).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

OBTENCION DE BIENES Y SERVICIOS = BIOTECNOLOGIA VEGETAL

Las técnicas de cultivo de tejidos constituyen una importante herramienta de
apoyo en el desarrollo de investigacidn agricola.

Las técnicas de manipulacion genética son importantes en el contexto general
de la agricultura moderna. La biotecnologia vegetal se encarga de conectar
areas basicas de |a biologia molecular y de biologia celular con las practicas
agricolas tradicionales.
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