CULTIVO IN VITRO Y TRANSFORMACION DE PLANTAS

Breve descripcion de la asignatura incluyendo las practicas

Esta asignatura tiene como objetivo que el alumno conozca los fundamentos de los procesos de
regeneracion en células vegetales, asi como los principios basicos para la manipulacion genética de
plantas. La posibilidad de aislar y cultivar células, tejidos y 6rganos, sin los efectos de correlacion de la
planta madre, con perfecto control de las condiciones ambientales y de nutricion, ofrece unas enormes
posibilidades en el campo de la investigacion y tiene ademas una gran cantidad de aplicaciones practicas.
El alumno podra conocer las bases fisioldgicas bioquimicas y moleculares de las dos rutas de
regeneracion, a saber, la organogénesis adventicia y la embriogénesis somatica. Asimismo, se hace
especial énfasis en el uso de esta tecnologia en la mejora de plantas (obtencién de hapoides, seleccion
de variantes somaclonales) asi como en la propagacion clonal (micropropagacion). La transformacion
genética es hoy dia una herramienta indispensable para los estudios de gendmica funcional; por otra
parte, desde un punto de vista aplicado, permite a los mejoradores elegir genes especificos, incorporando
a la nueva planta solo aquellos caracteres que son deseables. Dada su importancia, el conocimiento de
las distintas técnicas para modificar las células vegetales, mediante tecnologia de ADN recombinante, y la
posterior regeneracion de plantas transgénicas, es objetivo prioritario en esta asignatura.

Las clases practicas programadas permitiran al alumno familiarizarse con el cultivo de explantos de
origen diverso para abordar la regeneracion de plantas mediante las vias organogénica o embriogénica, y
el cultivo de microsporas para obtencién de plantas haploides. También podran adquirir los
conocimientos necesarios para llevar a cabo la transformacién de plantas mediante biobalistica o tras la
infeccion con Agrobacterium tumefaciens. Los alumnos deberan asimismo realizar un trabajo dirigido en
el que tendran la oportunidad de abordar un proyecto especifico, que les ayude a desarrollar su actividad
profesional mediante el analisis y la interpretacion de datos de investigacion.

Conocimiento previo necesario

Los antecedentes cientificos del Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales son la biologia celular, botanica y
fisiologia vegetal. Por tanto, conocimientos en algunas de esas materias resultardn importantes para la
participacion en este curso. Segun los estudios de grado cursados, el alumno necesitara actualizaciones
previas que seran orientadas por los profesores de la asignatura, de manera que, en general, los grados
de ciencias en los que se incluyan algunas de las disciplinas mencionadas anteriormente, son apropiados
para cursar esta asignatura.

Programa actualizado de la asignatura

Tema 1. RUTAS DE REGENERACION: ORGANOGENESIS. Determinacién y competencia
morfogenética. Sistemas experimentales para estudiar el proceso. Citodiferenciacién y ciclo celular.
Polaridad celular. Comunicacion intercelular. Organogénesis directa e indirecta. Sistemas experimentales.
Aspectos fisioldgicos, histoldgicos y moleculares del proceso.

Tema 2. RUTAS DE REGENERACION: EMBRIOGENESIS SOMATICA. Definicién. Ocurrencia in vivo e
in vitro. Embriogénesis directa e indirecta. Aspectos fisiologicos, histolégicos y moleculares del proceso.



Tema 3. VARIACIONES EN CULTIVO Y PLANTAS REGENERADAS. Variaciéon espontanea in vitro.
Bases de los cambios genéticos: Alteraciones en la planta madre y alteraciones que aparecen durante el
cultivo. Uso de los variantes somaclonales en la mejora de plantas.

Tema 4. PRODUCCION DE PLANTAS HAPLOIDES. Introduccion. Cultivo de anteras y microsporas.
Factores que afectan a la androgénesis. Ontogenia de haploides androgénicos. Regeneracién de plantas
a partir de embriones haploides. Ginogénesis. Diploidizacién. Aplicaciones practicas. Produccion de
plantas dihaploides de trigo mediante cruzamiento con maiz.

Tema 5. TRANSFORMACION GENETICA (I) Transformacién mediada por Agrobacterium. Mecanismos
moleculares de la transferencia del T-DNA al genoma vegetal. Ventajas e inconvenientes del sistema de
transformacién por Agrobacterium. Desarrollo de un protocolo de transformacion mediado por
Agrobacterium.

Tema 6. TRANSFORMACION GENETICA (Il) Transferencia directa de genes. Electroporacién de tejidos
y protoplastos. Transformaciéon por biobalistica. Pardmetros del sistema biobalistico. Ventajas e
inconvenientes del sistema biobalistico. Desarrollo de un protocolo de transformacion.

Tema 7. TRANSFORMACION GENETICA (lll). Nuevas metodologias en transformacién genética:
eliminacion de genes marcadores; transformacion de cloroplastos; silenciamiento génico mediante RNAi;
edicion del genoma. Aplicaciones agricolas de la transformacion: Maduracién retardada de frutos,
tolerancia a herbicidas, resistencia a insectos, virus y hongos. Otras aplicaciones.

PRACTICAS

Induccion de organogénesis adventicia en segmentos de tallo de tabaco (Nicotiana tabacum) y hojas de
Begonia spp.

Embriogénesis somatica en olivo (Olea europaea)

Micropropagacion de olivo via secciones nodales

Cultivo de microsporas de Brassica para obtencion de plantas haploides
Transformacién genética de fresa (Fragaria x annanassa)

Trabajo dirigido sobre un tema de libre eleccion

Especialidad del profesorado

Fernando Pliego Alfaro

Ingeniero agronomo por la Universidad de Cérdoba y Ph.D. por la Universidad de California, Riverside,
USA (1981). Durante el curso académico 1991-1992 trabajé en el Tropical Research Experimental
Station, Homestead, Universidad de Florida, estudiando las bases fisioldégicas del proceso de
embriogénesis somatica en frutales subtropicales. En la actualidad, es catedratico de Fisiologia Vegetal
de la Universidad de Malaga y Director del Instituto Andaluz de Biotecnologia. Ha sido Presidente de la
Sociedad Espafiola de Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales. Su linea de investigacion se centra en el



desarrollo de protocolos eficientes de regeneracién y transformacion genética en dos especies
recalcitrantes de interés hortofruticola, olivo y aguacate, con objeto de poder abordar su mejora mediante
métodos biotecnoldgicos. Asi, se han desarrollado protocolos eficientes de regeneracion en ambas
especies, via embriogénesis somatica, y de transformacion genética mediada por Agrobacterium
tumefaciens, a partir de explantos juveniles. En la actualidad, se estan transformando con genes que
inducen floracién precoz, con objeto de acortar el periodo juvenil y acelerar el proceso de mejora, y
genes que inducen tolerancia a hongos de suelo (http://hortofruit.biotec.uma.es/).

José A. Mercado

Es licenciado en Ciencias Bioldgicas y doctorado por la Universidad de Méalaga en 1994. Durante su
etapa predoctoral realizd una estancia en la Universidad de California en Davis. Fue investigador
postdoctoral del IFAPA, Centro de Churriana, durante los afios 1994-1997. En 1997 se incorporo a la
Universidad de Méalaga como Profesor Asociado y desde 2002 trabaja como Profesor Titular en el
Departamento de Biologia Vegetal. Su investigacion actual se centra en la mejora biotecnoldgica de
especies de interés agronémico mediante técnicas de cultivo in vitro y transformacion genética,
principalmente en aspectos relacionados con la maduracion del fruto y la tolerancia a patégenos fingicos
en fresa (http://hortofruit.biotec.uma.es/).

Francisco Barro Losada

Es licenciado y doctor en Ciencias Biolégicas (1992) por la Universidad de Cérdoba. Ha sido becario
postdoctoral del Ministerio de Agricultura en Rothamsted Research, Harpenden, (Reino Unido) desde
1994 hasta 1996. Posteriormente se incorpora al IAS (CSIC, Cordoba), con un contrato de doctor, y
posteriormente (1998) como Cientifico Titular. Desde 2003 es Investigador Cientifico en el IAS. Ha sido
jefe del departamento de mejora genética en el IAS. Ha sido adjunto de ANEP para el area de agricultura
desde 2010 a 2015. Sus investigaciones sobre mejora genética incorporan técnicas como la
transformacién genética, ARNi, edicion del genoma y cultivo de microsporas para la obtencién de
variedades vegetales de alto valor afiadido. Entre las investigaciones destacan la técnicas de obtencién
de doble haploides en mejora vegetal y las aplicaciones del ARNi para la obtencion de variedades de trigo
libres de gluten apta para celiacos. http://www.ias.csic.es/mejora-genetica-vegetal/biotecnologia-
vegetal/francisco-barro-losada/




