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Area de Mejoramiento Genético y Biotecnologia Vegetal

Este articulo plantea una introduccién al cultivo de tejidos vegetales como
herramienta de apoyo al mejoramiento genético vegetal, asi como las principales
lineas de investigacion en las cuales se trabaja en el laboratorio de Biotecnologia

de INIA Las Brujas.

El cultivo de tejidos vegetales se ha utilizado
ampliamente en todos los ambitos de la agricultura ya
que es una herramienta biotecnoldgica que se utiliza
con varios fines, en particular como herramienta de
apoyo al mejoramiento genético. La micropropagacion
masiva, la eliminacién de virus, la obtencion de doble
haploides, la conservacion a largo plazo del acervo
genético, el rescate de embriones y la obtencién de

transgénicos, son algunas de las aplicaciones del
cultivo de tejido vegetal.

En el presente articulo se plantea una breve
introduccion sobre las metodologias mencionadas y
se dan a conocer las lineas de investigacion en las
cuales se trabaja en el laboratorio de cultivo de tejidos
de Biotecnologia de INIA Las Brujas.
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Figura 1 - Camaras de flujo laminar utilizadas en el
Laboratorio de Biotecnologia de INIA Las Brujas para
trabajar en condiciones asépticas.
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El cultivo de tejido vegetal consiste en el crecimiento
de células, tejidos, o6rganos o plantas enteras en
condiciones asépticas (Figura 1) en medios de
composicion artificial, bajo condiciones nutricionales
y ambientales controladas (in vitro) que incluyen un
suministro adecuado de nutrientes, temperatura,
intensidad luminica, fotoperiodo y el adicionado de
hormonas vegetales en muchos de los casos (Thorpe
2007) (Figura 2).

LA MICROPROPAGACION IN VITRO

La tecnologia de cultivo de tejidos vegetales se utiliza
ampliamente para la multiplicaciéon de plantas a gran
escala. Pequefios trozos de tejido (Ilamados explantes)
se pueden utilizar para producir cientos y miles de
plantas en un proceso continuo. Un solo explante
puede multiplicarse en varios miles de plantas en un
periodo de tiempo y espacio relativamente cortos
bajo condiciones controladas, independientemente de
la estacién y el clima, durante todo el afio (Akin et al,
2009).

La tecnologia de micropropagacion tiene un gran
potencial para producir plantas de calidad superior,
especialmente de materiales vegetales cuya genética
les permite estar bien adaptados a las condiciones
productivas, ya sea por tener altos rendimientos,
resistencia a enfermedades y/o capacidades de
tolerancia al estrés, entre otros. La produccion de
plantas mediante técnicas de micropropagacién tiene
varias ventajas sobre los métodos tradicionales de
propagacion mediante semillas, esquejes, injertos,
acodos aéreos, etc. Es un proceso mas rapido que
permite la produccion y propagacion de material vegetal
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Figura 2 - Cuarto de cultivo in vitro del Laboratorio de Biotecnologia de INIA Las Brujas. En el mismo es posible regular

la temperatura, intensidad de luz y duracién del fotoperiodo.
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Figura 3 - Propagacion in vitro de clones de eucaliptus.
Luego de la esterilizacion superficial de las yemas,
las mismas se colocan en medio con hormonas para
estimular su proliferacion. Una vez que se obtiene una
cantidad suficiente de explantes se cambian a un medio
con hormonas que estimulan la formacion de raices.

genéticamente homogéneo y libre de enfermedades.
En INIA se utilizan las técnicas de micropropagacion
para la produccion de plantas de papa, peral, manzano,
boniato, arandano y eucaliptus (Figura 3).

BANCOS DE GERMOPLASMA

Un banco de germoplasma es un repositorio de semillas,
tejidos o plantas que tiene por objetivo preservar la
diversidad genética. Las especies de plantas que no
producen semillas o que tienen semillas "recalcitrantes"
que no pueden almacenarse durante un largo periodo
de tiempo, pueden conservarse con éxito mediante
técnicas in vitro. (Morrell y Mayer, 2017).

En INIA Las Brujas se cuenta con un banco de
germoplasma in vitro donde se salvaguardan 90 clones
de papa silvestre, 535 de papa comercial y 334 clones
de papa de nuestro programa de mejoramiento y
proyectos en conjunto con la Facultad de Agronomia
(Udelar). Por otra parte, se cuenta con accesos de
eucaliptus, manzano, peral, boniato y arandano.

CULTIVO DE EMBRIONES Y DE ANTERAS

Existen varias técnicas de cultivo de tejidos que son
muy utilizadas en los programas de mejoramiento,
entre ellas el cultivo de embriones y el cultivo de
anteras para la obtencion de doble haploides. El cultivo
de embriones es un tipo de cultivo de tejido vegetal que
se utiliza para crecer embriones a partir de semillas
y 6vulos en un medio nutritivo. En el mismo, la planta
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En INIA se utilizan las técnicas de
micropropagacion para la produccion
de plantas de papa, peral, manzano,
boniato, arandano y eucaliptus.

se desarrolla directamente a partir del embriéon o
indirectamente mediante la formacion de callos (masa
conformada por tejido vegetal no diferenciado) y luego
la posterior formacion de brotes y raices. La técnica se
ha desarrollado para romper la latencia de las semillas y
promover el vigor de las mismas. Es una técnica eficaz
que se emplea para acortar el ciclo de reproduccion
de las plantas mediante el crecimiento de embriones
extirpados y da como resultado la reduccién del largo
periodo de latencia de las semillas (Rogo et al., 2023).

En INIA, esta técnica se utiliza para la creacion y/o
seleccion de individuos triploides de citrus ya que
los mismos suelen presentar esterilidad femenina y
masculina produciendo, en consecuencia, fruta sin
semilla. Una estrategia para la generacion de triploides
es el rescate de posibles embriones provenientes de
hibridaciones convencionales (libres o dirigidas) y otra
es la creacion de triploides mediante hibridaciones de
genotipos diploides (2n=2x) con genotipos tetraploides
(2n=4x) (Rivas et al., 2023)(Figura 4).
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Figura 4 - Rescate de embriones de posibles triploides,
llevado a cabo en las instalaciones de INIA Las Brujas.
Las semillas son esterilizadas superficialmente.
Posteriormente, en camara de flujo se extirpan los
embriones y se colocan en medios adecuados para su
desarrollo. Finalmente se obtienen plantas que seran
analizadas para confirmar su ploidia.
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Las técnicas de cultivo de tejidos permiten producir plantas
homocigotas en un periodo de tiempo relativamente corto
a través de cultivos de anteras. Los haploides son plantas
estériles que tienen un Unico conjunto de cromosomas
que se convierten en diploides homocigotos mediante
duplicacion cromosomica espontanea o inducida. La
duplicacion de los cromosomas restablece la fertilidad
de las plantas, lo que da como resultado la produccion
de haploides dobles con potencial para convertirse en
nuevos cultivares de reproduccion pura. La tecnologia de
la haploidia se ha convertido actualmente en una parte
integral de los programas de mejoramiento vegetal, al
acelerar la produccion de lineas endogamicas y superar las
limitaciones de la latencia de las semillas y la inviabilidad
de los embriones.

En INIA se utiliza esta técnica en el marco de los programas
de mejoramiento de arroz para la obtencion de lineas doble
haploides lo que permite acortar el tiempo de obtencién de
homocigosis o lineas puras (Figura 5).

TRANSFORMACION GENETICA

La transformacion genética es el aspecto mas
reciente del cultivo de células y tejidos vegetales que
proporciona el medio para transferir genes con rasgos
deseables a plantas hospedantes y recuperar plantas
transgénicas. La técnica, ademas de usarse para
producir organismos transgénicos, es necesaria para
la generacién de plantas editadas genéticamente no
transgénicas. La edicién génica es una herramienta
que permite realizar mutaciones dirigidas en el ADN,
produciendo individuos con caracteristicas productivas
deseables y no transgénicas.

Figura 5 - Obtencion de plantas doble haploides de arroz
a partir de cultivo de anteras realizado en la estacion INIA
Las Brujas. Las anteras son cultivadas en un medio que
promueve la formacion de callos y, posteriormente, estos son
trasladados a uno que promueva la formacion de tallo y raiz.
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Figura 6 - Obtencion de plantas transgénicas de soja
utilizando la técnica de biolistica. En esta técnica se
bombardean embriones somaticos con particulas
recubiertas de ADN y posteriormente se induce a la
diferenciacion y germinacion de los mismos, obteniéndose
plantas regeneradas.

La transformacién genética se puede realizar por medio
de vectores biolégicos (Agrobacterium tumefaciens)
0 bombardeo de particulas (biolistica) permitiendo
incorporar caracteristicas nuevas al genoma. Estas
tecnologias han permitido independizarse de la barrera
natural impuesta por la incompatibilidad de cruzamientos,
y, en consecuencia, ha aumentado en forma casi
ilimitada la disponibilidad de genes. En el laboratorio
de biotecnologia de INIA Las Brujas se utilizan estas
tecnologias con el fin de generar plantas editadas no
transgénicas, particularmente de soja (Figura 6).
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