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RESUMEN 

 

El cultivo in vitro de anteras para producción de doble haploides y la selección asistida con 

marcadores moleculares se presentan como herramientas biotecnológicas complementarias al 

fitomejoramiento convencional para el desarrollo de nuevos cultivares de trigo (Triticum aestivum 

L.). Con este fin, se evalúo la respuesta del germoplasma de trigo generados por el Programa de 

Cereales del INIAP empleando estos dos métodos para la obtención y selección de plantas 

resistentes a roya amarilla, enfermedad causada por el hongo Puccinia striiformis f. sp. tritici West. 

Se incluyó poblaciones segregantes con los genes Yr5, Yr15 y Yr18 de resistencia a roya amarilla, 

genes avirulentos en el Ecuador. 

 

El genotipo y su interacción con factores como el medio de cultivo, el estado de desarrollo de la 

microspora y las condiciones de crecimiento de las plantas donadoras de anteras afectan la 

producción de callos en el cultivo in vitro de anteras de trigo. En este estudio, en general se obtuvo 

baja respuesta androgénica y no fue posible la regeneración de plantas doble haploides. La mayor 

producción de callos (11,67%) fue en para el cultivar INIAP-ZHALAO 2003 en el medio de 

inducción Papa-2 cuando creció en campo. Los genotipos Yr5/6*Avocet, Yr15/6*Avocet y 

Yr18/6*Avocet no respondieron al cultivo in vitro de anteras.  

 

La técnica de selección asistida con marcadores moleculares permitió seleccionar 23 individuos con 

genes de resistencia a roya amarilla a partir de 150 individuos de la población F2 

Yr5/6*Avocet//Yr15/6*Avocet. Los individuos con los genes Yr5 y Yr15 piramidados corresponde  

al 15,65% de la población total analizada. 

 

La incorporación de las dos técnicas biotecnológicas en un programa de fitomejoramiento 

convencional permite reducir los costos y disminuir el tiempo requerido para la obtención de un 

nuevo cultivar de trigo con resistencia a roya amarilla. 

 

 

Palabras claves: trigo, mejora genética, biotecnología, resistencia, roya amarilla, mejoramiento 

asistido por marcadores, doble haploides. 

 

 



xxviii 

 

ABSTRACT 

 

In vitro anther culture for production of double haploid and molecular marker assisted selection are 

complementary biotechnology tools to traditional plant breeding in order to develop new wheat 

(Triticum aestivum L.) cultivars. Hence, the response of wheat germplasm of INIAP Cereal 

Program was evaluated using these two tools to obtain and select yellow rust resistance plants, 

disease caused by the fungus Puccinia striiformis f. sp. tritici West. This investigation included 

segregant populations with the Yr5, Yr15 and Yr18 resistance genes to yellow rust, genes do not 

present virulence in Ecuador. 

 

Genotype and its interaction with factors like culture medium, stage of  pollen development and 

growth conditions of donor plants affected the callus production in wheat in vitro anther 

culture.This study showed low androgenic response and the double haploid plant regeneration was 

not successful.  INIAP-ZHALAO 2003 cultivar showed the most callus production (11,67%) was 

INIAP-ZHALAO 2003 cultivar on the Potato-2 induction medium when the donor plants were grown 

in the field. The Yr5/6*Avocet, Yr15/6*Avocet y Yr18/6*Avocet genotypes did not present 

androgenic response. 

 

Molecular marker assisted selection allowed to select 23 plants with yellow rust resistance genes of 

150 examples of the Yr5/6*Avocet//Yr15/6*Avocet F2 population.The pyramiding of Yr5 y Yr15 

genes was 15,65% of the total population analyzed. 

 

Application of two biotechnology methods in conventional plant breeding program allow to reduce 

costs and time of develop in new wheat cultivars whit yellow rust resistance. 

 

 

Keywords: wheat, plant breeding, biotechnology, resistant, yellow rust, INIAP, marker assisted 

selection, doubled haploids. 

 

 

 

 

 



1 

 

CAPÍTULO 1 

 

INTRODUCCIÓN 

 

 

1.1 Formulación del problema 

 

La enfermedad conocida como roya amarilla causada por el hongo Puccinia 

striiformis f. sp. tritici West. es potencialmente destructiva en cultivos de trigo (Triticum 

aestivum L.) ya que presenta pérdidas en la cosecha entre el 10 y 70% (Chen, 2005 citado 

por Murphy et al., 2009) y deteriora la calidad del grano (Huerta y Singh, citado por 

Villaseñor et al., 2009). Ochoa, (1997) menciona disminuciones severas del rendimiento en 

cultivos nacionales hasta en un 96%.  

 

En el Ecuador, la problemática ocasionada por esta enfermedad a encaminado al 

Programa de Cereales del Instituto Nacional Autónomo de Investigaciones Agropecuarias 

(INIAP) a desarrollar y generar nuevos cultivares de trigo con características deseables, 

adaptadas a las principales zonas de producción, con alto potencial de rendimiento  y 

resistentes a esta enfermedad, empleando básicamente metodologías convencionales de 

mejoramiento. 

 

En la actualidad, el mejoramiento tradicional o convencional es la base de la 

generación de germoplasma, pero resulta insuficiente frente a la demanda de generación de 

variedades mejoradas de trigo, debido a que se encuentra limitado por el largo tiempo que 

conlleva la generación de estos cultivares mejorados (Polci Conti, Aldao, Miranda y Gear, 

2010), aproximadamente 10 años en trigo (Polci, Conti, Aldao, Miranda y Echenique, 

2005; Ramírez et al., 2007; Camarena, Chura y Blas, 2008). Sumado al alto costo que 

implica el desarrollo de todo el programa de mejoramiento y a los imprecisos métodos de 

selección fenotípicos que pueden ser influenciados por el medio ambiente (Sala et al., 

2010). 
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Estos inconvenientes pueden ser superados con el creciente desarrollo de la 

biotecnología y la biología molecular (Camarena et al., 2008; Polci et al., 2010). 

 

 

1.2 Justificación del problema 

 

Con el fin de superar la alta susceptibilidad de cultivares ecuatorianos a la 

enfermedad denominada “roya amarilla” causada por el hongo Puccinia striiformis f. sp. 

tritici West., existe la necesidad de generar a corto plazo nuevos cultivares de trigo con 

mejoras genéticas que presenten resistencia a este hongo (Rivadeneira, 2005).  

 

En este contexto, la utilización de técnicas biotecnológicas como el cultivo in vitro 

y la selección asistida mediante marcadores moleculares (MAS) son herramientas hábiles 

de apoyo a los métodos convencionales de fitomejoramiento, ya que permiten acelerar el 

tiempo de generación de un cultivar mejorado (Langridge, 2003; Polci et al., 2005; 

Ramírez et al., 2007; Camarena et al., 2008).   

 

Actualmente, en cultivo in vitro, la producción de plantas doble haploides (DH) es 

una estrategia útil en mejoramiento genético para la obtención de genotipos con resistencia 

a enfermedades y/o tolerantes a ciertas condiciones de estrés ambiental (Szakacs, Karsai, 

Bedon y Barnabás citado por Ramírez et al., 2007).  

 

Con este propósito la técnica se ha ensayado en varias gramíneas como el arroz, el 

maíz, la cebada y específicamente en trigo se utiliza el cultivo in vitro de anteras y/o la 

cruza intergenérica de trigo X maíz (Liu, Zheng, Polle y Konzak, 2002; Polci et al., 2005) 

con los cuales se puede obtener líneas homocigotas en menor tiempo, ya que se evita varios 

ciclos de autofecundación para lograr homocigosis (Polci et al., 2005; Ramírez et al., 

2007), ventaja que permite adicionalmente reducir costos, recursos y espacio (CIAT: 

Centro Internacional de Agricultura Tropical, 1993; Eguiluz, 2002; Jobet, Zuñiga y 

Campos, 2003; Polci et al., 2005; Camarena et al., 2008). 
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Otra de las alternativas planteadas en fitomejoramiento es la selección asistida 

mediante marcadores moleculares, herramienta que tiene como finalidad seleccionar 

genotipos de interés, en este caso, genotipos de trigo que presenten genes de resistencia a 

roya amarilla (Falconí E., comunicación personal,  Julio 22, 2010). Esta metodología 

permite la selección temprana de individuos dentro de una población segregante F2 (Kohli,  

Díaz, y Castro, 2003) y acortar a tres generaciones la incorporación de un carácter al 

germoplasma (Sala, Bulos, Fresco y Altieri, 2010).  

 

Motivo por el cual, el Programa de Cereales del Instituto Nacional Autónomo de 

Investigaciones Agropecuarias (INIAP) pretende evaluar la respuesta del germoplasma de 

trigo del INIAP a la aplicación de dos métodos biotecnológicos de fitomejoramiento. La 

primera metodología a evaluar es la obtención de plantas doble haploides mediante la 

técnica de cultivo in vitro de anteras. 

 

 Como segunda metodología utilizar la selección asistida mediante marcadores 

moleculares para la selección temprana de individuos resistentes a roya amarilla, 

germoplasma que contenga los genes Yr5 y Yr15 piramidados en su genoma.  

 

La utilización de genotipos con genes piramidados, es una estrategia efectiva para 

incrementar la durabilidad y la eficiencia de la resistencia a un patógeno,  obteniendo líneas 

más estables (Kelly, Afanado, Haley y  Miklas, 1994).  

 

El germoplasma obtenido  podría funcionar como potencial material progenitor en 

el programa de fitomejoramiento desarrollado por el Programa de Cereales del INIAP, y 

posteriormente la liberación de cultivares de trigo con resistencia a roya amarilla (Falconí 

E., comunicación personal,  Julio 7, 2010). 
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1.3 Objetivo 

 

1.3.1 Objetivo General 

 

Evaluar la respuesta del germoplasma de trigo (Triticum aestivum L.) generado por 

el Programa de Cereales del Instituto Nacional Autónomo de Investigaciones 

Agropecuarias a la aplicación de dos métodos biotecnológicos para obtener y seleccionar 

plantas resistentes a roya amarilla. 

 

 

1.3.2 Objetivos Específicos 

 

• Determinar el estado fenológico de cada genotipo y población F2 de trigo, en el que 

prevalezcan el mayor número de microsporas en etapa uninucleada en fase media a 

tardía para iniciar el cultivo in vitro de anteras.  

• Evaluar la capacidad androgénica de cada genotipo y población F2 de trigo mediante 

la técnica de cultivo in vitro de anteras. 

• Evaluar la regeneración de plantas doble haploides de cada genotipo y población F2 

de trigo a partir de microcallos obtenidos mediante la técnica de cultivo in vitro de 

anteras. 

• Seleccionar individuos dentro de la filial F2 que posean genes de resistencia a roya 

amarilla mediante la utilización de marcadores moleculares ligados a los genes Yr5 

y Yr15. 

• Realizar una comparación costo-beneficio de las dos técnicas biotecnológicas 

evaluadas vs. los programas de mejoramiento convencional para la obtención y 

selección de plantas de trigo resistentes a roya amarilla. 
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1.4 Marco Teórico 

 

1.4.1 Trigo (Triticum aestivum L.) 

 

1.4.1.1 Características del trigo  

 

El trigo (Triticum aestivum L.) es una planta autógoma, angiosperma, y 

monocotiledónea, que pertenece a la clase Liliopsida, al orden Poales, y a la familia 

Poaceae (Gramene Triticum, 2010). El trigo posee normalmente dos juegos de raíces 

fasciculadas o adventicias que empiezan a desarrollarse dos semanas después de la 

emergencia de las semillas (Quisenberry y Reitz, 1967; Kirby, 2002; Carrera y Box, 2005). 

 

El tallo es erguido, cilíndrico, se alarga a medida que la planta crece y emite brotes 

que dan lugar a nuevos tallos. La formación de los nuevos brotes o macollos es un carácter 

varietal y también está fuertemente influenciado por las condiciones de crecimiento. El 

ápice de cada tallo fértil porta una espiga (Quisenberry y Reitz, 1967). 

 

Las hojas salen del tallo de manera alterna en dos filas, son cintiformes, 

paralelinervias y terminan en punta (INFOAGRO, 2009). Están divididas en una envoltura 

cilíndrica denominada lígula y una parte plana denominada lámina. La última hoja 

producida en el tallo, la hoja bandera, se estrecha a partir de la tercera parte inferior, dando 

a la hoja una forma oval alargada (Kirby, 2002). 

 

 

1.4.1.2 Inflorescencia y grano de trigo 

 

La inflorescencia de la planta de trigo es un espiga con un eje o raquis principal, la 

misma que está compuesta de un número variable de pequeños nudos e internudos. Cada 

espiga está compuesta por una estructura más pequeña denominada espiguilla y consiste de 

2 brácteas fértiles y de 2 a 5 flores. Cada flor consta de una gluma floreada llamada lema y 
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una pálea; entre estas estructuras se encuentran los órganos sexuales: 3 estambres y un 

pistilo simple (Quisenberry y Reitz, 1967; Carrera y Box, 2005).  

 

El ovario contiene un solo óvulo que presenta dos tegumentos, los mismos que 

encierra a la nucela en el que se encuentra incrustado el saco embrionario (Kirby, 2002). 

 

Las anteras son largas, en forma de punta de flecha y se encuentran adjuntas a un 

filamento cilíndrico que puede llegar a alcanzar una longitud de unos 10 mm (Quisenberry 

y Reitz, 1967 y Kirby, 2002). Cada antera es de aproximadamente 3 mm de largo y tiene 

cuatro cámaras o celdillas que contiene los granos de polen se fusionan en dos cavidades 

denominadas tecas (Lentini et al., 1997; Kirby, 2002). 

 

El centro de la antera está constituido por tejido conectivo y en la parte media se 

observa una capa que rodea los sacos polínicos denominada estrato fibroso, más 

internamente se encuentra el tapete constituido de tejido granular que envuelve el 

arqueosporio, el mismo que contiene las células madre o microsporocitos primarios que 

mediante el proceso de microsporogénesis formará los granos de polen (Lentini et al., 

1997). 

 

Cuando los microsporocitos están desarrollados sufre una meiosis, con el objetivo 

de reducir a la mitad su número cromosómico, formándose de esta manera dos 

microsporocitos secundarios haploides los cuales mediante mitosis originan cada uno dos 

células haploides denominadas microsporas (CIAT, 1989). 

  

Las microsporas atraviesan por varias etapas de desarrollo, se inicia en la etapa 

uninucleada temprana y continua por la etapa uninucleada media y tardía. Transcurridas 

estas etapas las microsporas se divide por mitosis (etapa binucleada temprana) donde se 

forman dos núcleos: el vegetativo y el generativo, y en la etapa binucleada tardía en el 

citoplasma se producen gránulos de almidón. El núcleo generativo mediante una segunda 

mitosis forma tres núcleos haploides que forman el grano de polen (CIAT, 1989). 
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 Una vez que el polen a fecundado el óvulo, este madura y forma un grano de trigo. 

La semilla de trigo es un fruto seco de tipo cariópside que está cubierto por una capa 

protectora denominada gluma formada principalmente de fibra (Carrera y Box, 2005). 

 

Las envolturas externas presentes en el grano de trigo son el pericarpio, el 

mesocarpio y el epicarpio, compuestas de minerales, proteínas y vitaminas (Carrera y Box, 

2005). 

La testa proporciona pigmentos que dan coloración al grano y es una la envoltura 

que recubre la capa interna del grano denominado endospermo o albumen. Esta capa 

almacena nutrientes de reserva necesarios para el desarrollo del embrión, principalmente 

hidratos de carbono como el almidón y proteínas como el gluten (Quisenberry y Reitz, 

1967; Carrera y Box, 2005). 

 

En la parte inferior del endospermo se encuentra el germen, lugar donde se origina 

el crecimiento de la nueva planta. 

 

 

1.4.1.3 Crecimiento vegetativo del trigo 

 

Una herramienta útil para el fitomejorador en el proceso de selección es el 

conocimiento del crecimiento, desarrollo y fisiología de las plantas de trigo. Estos criterios 

se encuentran descritos mediante el uso de diferentes escalas que permiten tener una 

referencia del estado de desarrollo vegetativo en el que se encuentre el cultivo (Gonzaléz, 

n.f). 

 
La escala más utilizada es la escala decimal de Zadoks para los cereales que 

incluyen diez etapas principales de desarrollo (Z.0 a Z.9) y varias etapas secundarias del 0 

al 9 (Tabla 1.1 y Anexo A). 
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Tabla 1.1 Fases de desarrollo vegetativo para cereales según la escala decimal Zadoks (Z). 

 

ESTADO 

PRINCIPAL  
DESCRIPCIÓN 

ESTADO 

SECUNDARIO 

Z.0 Germinación Z.0.0-Z.0.9 

Z.1 Desarrollo de las plántulas Z.1.0-Z.1.9 

Z.2 Producción de macollos Z.2.0-Z.2.9 

Z.3 Elongación del tallo Z.3.0-Z.3.9 

Z.4 Vaina engrosada o bota Z.4.0-Z.4.9 

Z.5 Aparición de la inflorescencia Z.5.0-Z.5.9 

Z.6 Floración o antesis Z.6.0-Z.6.9 

Z.7 Desarrollo del grano lechoso Z.7.0-Z.7.9 

Z.8 Desarrollo del grano pastoso Z.8.0-Z.8.9 

Z.9 Madurez Z.9.0-Z.9.9 

Fuente: (Zadoks et al., 1974).   

 

 

1.4.1.4 Genética del trigo  

 

Triticum aestivum es un especie que presenta 42 cromosomas y 17 billones de 

pares de bases de ADN, es un alohexaploide (2n=6x=42) (McIntosh, Wellings y Park, 

1995, Olmos, 2004 y Echenique, Schrauf y Selva, 2010), su genoma (AABBDD) proviene 

de tres especies diploides donantes (Olmos, 2004; Carrera y Box, 2005; Khan, Khaliq, Shah 

y Irshad, 2005).  

 

El genoma A de la especie Triticum monococcum (2n=14), el genoma D del 

progenitor Aegilops tauschii (formado entre Triticum tauschii y Aegilops squarrosa 

(2n=14). El posible donante del genoma B se cree pertenece a la especie Aegilopss speltoies 

(2n=14), sin embargo, estudios del origen de la poliploidía del trigo indican que otro 

posible candidato es T. speltoides (Khan et al., 2005; Office of the Gene Technology 

Regulator, 2008). 
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En cada genoma se encuentran siete cromosomas, y el 80% del ADN está 

constituidos por secuencias repetitivas, el porcentaje restante está representado por 

secuencias conservadas de copia única o bajo número de copias, donde se encuentran la 

mayoría de los genes (Echenique et al., 2010; Martínez, Helguera y Carrera, 2010). 

 

 

1.4.1.5 Importancia del trigo 

 

Desde la antigüedad el trigo ha sido cultivado a nivel mundial por ser el segundo 

cereal de importancia en la nutrición después del arroz. Es un alimento esencial en la 

nutrición de la población debido al contenido de carbohidratos, fibra y minerales. En la 

industria de la panadería y repostería, este cereal procesado como harina, es la principal 

materia prima. 

 

La producción mundial reportada en el 2010 por la Food and Agriculture 

Organization of the United Nations (FAO), alcanzó 650´881.002 toneladas. Actualmente, 

China es el mayor productor de trigo, aporta el 17,7% de la producción global, seguido por 

la India. En el continente americano el país que más participación tiene con un 9,23% de la 

producción es Estados Unidos (FAO, 2010). 

 

La contribución  productiva de trigo por América del Sur en el 2010, fue apenas de 

un 3,95%, produciendo 25´731.739 toneladas (FAO, 2010), de las cuales, el Ecuador  

participó únicamente con 7.605 toneladas (FAO, 2010). 

 

En el III Censo Nacional Agropecuario, realizado por el INEC en el 2002, el 

Ecuador presentaba una superficie sembrada de trigo de 21.556 ha, a lo largo de toda las 

provincias de la Sierra (Rivadeneira, 2005). Sin embargo, para el año 2010, según las 

proyecciones de la FAO, la superficie sembrada de trigo en Ecuador se redujo a 8.533 

hectáreas.  
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Bolívar, Pichincha, Imbabura, Cotopaxi, Cañar y Chimborazo son las principales 

provincias productoras de trigo (Caicedo, 2011), sin embargo la producción de estos 

sectores no abastecen el consumo nacional de trigo per cápita, que para el año 2007 fue de 

37,92 kg/persona/año (FAO, 2007). Para cubrir esta demanda, el Ecuador importa el 98% 

de este cereal proveniente en su mayoría de Canadá (SIGAGRO: Sistema de Información 

Geográfica y Agropecuaria, 2009). 

 

En el año de 1969 la producción de trigo ecuatoriano alcanzó las 94.099 toneladas 

demostrando que nuestro país bajo un manejo adecuado del cultivo podría reducir la 

dependencia de importación de grano extranjero. Esta drástica disminución productiva se 

relaciona a decisiones gubernamentales sobre subsidios, aranceles y créditos de 

importación (Rivadeneira, 2005).   

 

Actualmente, la producción nacional se debe en su mayoría a cultivos de pequeños 

agricultores que utilizan el grano y sus derivados como alimento diario para su subsistencia 

(Rivadeneira, 2005). Sin embargo, desde el punto de vista de seguridad alimentaria el trigo 

es un rubro esencial para todo el país, y desde el año 2008, a través de un programa de 

fomento del cultivo de trigo, el Programa de Cereales del INIAP, impulsa la siembra de 

este cereal mediante el desarrollo y producción de cultivares mejorados, la transferencia de 

tecnología y capacitación al agricultor. 

 

 

1.4.2 Roya amarilla (Puccinia striiformis f. sp.tritici) en trigo 

 

Una de las enfermedades que ataca al trigo es la roya amarilla o lineal, causada por 

el hongo basidiomicete Puccinia striiformis denominada así por la característica de formar 

estrías lineales de uredinios que producen urediniosporas de color amarillo-anaranjado 

paralelas al sentido de la nervadura (Roelfs, Sing y Saari, 1992). 

 

Una variante especial de P. striiformis que solo ataca a trigo es P. striiformis f. 

sp.tritici, sin embargo se conoce que podría tener la capacidad de infectar también a 
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algunos cultivares de cebada (Andrade y Contreras, 2007), pero según Roelfs et al. (1992), 

no se conocen hospedante alternos.  

 

 

1.4.2.1 Ciclo biológico de la roya amarilla 

 

Puccinia striiformis es un patógeno obligado, que se desarrolla y produce la 

enfermedad solamente al estar en contacto con el tejido de la planta, es la única roya que se 

propaga en forma constante a partir del punto de infección (Andrade y Contreras, 2007). 

Probablemente es una roya hemiforme debido a que en su ciclo biológico está constituido 

sólo por dos estadios: de uredinio y de telio (Roelfs et al., 1992).  

 

El hongo sobrevive como urediniosporas en trigos voluntarios (plantas de trigo 

que surgen después de la cosecha) y se dispersan con el viento hasta que germinan de una a 

tres horas después del contacto con la humedad sobre la superficie de la planta hospedante, 

especialmente esto ocurre por las noches (Andrade y Contreras, 2007). 

 

Los genotipos muy suceptibles pueden estar completamente infectados en 20 días 

o menos, y una vez que las hojas se comienzan a secar el hongo forma pústulas 

teleutosóricas de color negro que contiene teleutosporas.  

 

Este patógeno obligado se desarrolla de forma óptima a bajas temperaturas entre 2-

15ºC, latitudes septentrionales y de zonas altas (Roelfs et al., 1992). Necesita de humedad 

alta, especialmente agua libre sobre las hojas con el fin de poder infectar el tejido de la 

planta (Andrade y Contreras, 2007). 

 

 

1.4.2.2 Sintomatología y efectos en las plantas 

 

En la hoja de planta de trigo el hongo produce pústulas de color amarillo-

anaranjado y aspecto pulverulento, las mismas que forman estrías paralelas al sentido de la 
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nervadura. Frecuentemente, este síntoma se puede observar por primera vez en las hojas 

medias y si la enfermedad es agresiva progresa por completo a los 12 a 15 días después de 

la infección incluyendo las vainas foliares (Andrade y Contreras, 2007). 

 

En cultivares altamente suceptibles la infección puede llegar a la espiga, afectando 

las glumas y las aristas. 

 

El potencial de daño por roya amarilla es alto, Roelfs et al. (1992), menciona 

pérdidas de rendimientos por granos arrugados y macollos dañados del 50%, y en 

situaciones extremas hasta de un 100% de pérdidas. En cultivares ecuatorianos altamente 

susceptibles y con una severidad total las pérdidas de rendimiento llegan al 96% (Ochoa, 

1997). 

 

 

1.4.2.3 Resistencia genética a roya amarilla en trigo  

 

El empleo de cultivares resistentes es una de las medidas más efectivas para la 

prevención y control de la roya amarilla (Roelfs et al., 1992).  

 

La mayoría de cultivares resistentes a roya amarilla en trigo han tenido como 

fuente de resistencia a genes de herencia simple, pero la pérdida continua del efecto de 

estos genes o de sus combinaciones, ha obligado al fitomejorador a buscar alternativas en el 

manejo de la resistencia no específica a este hongo, debido a que este patógeno tiene la 

capacidad de mutar y evolucionar hacia una mayor virulencia, lo que ocasiona que se 

rompa rápidamente la resistencia (Villaseñor et al., 2009). 

 

La población de trigo ecuatoriano ha desarrollado virulencias para los genes Yr1, 

Yr2, Yr2+, Yr3V, Yr3ND, Yr4+, Yr6, Yr6+, Yr7, Yr7+, Yr9, Yr9+, Yr11, Yr12, Yr18, Yr24, 

Yr26, YrA+, YrSP, YrSU, YrSD y YrCV,  pero dicha virulencia no se ha desarrollado para 

los genes Yr5, Yr8, Yr10 y Yr15, posiblemente porque estas fuentes de resistencia no se han 
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involucrado en los programas de mejoramiento (Ochoa, 1997; Ochoa et al., 2007). 

  

El gen Yr5 fue encontrado por primera vez en la especie Triticum spelta album, se 

encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 2BL a 21 cM de distancia del 

centrómero (McIntosh et al., 1995; Zhang, McIntosh y Hoxha, 2009).  Macer (1966) citado 

por Yan et al. (2003), determinó que es un gen de tipo dominante. 

 

El gen Yr15 está localizado en el brazo corto del cromosoma 1BS, la especie de 

origen es Triticum turgidum cultivar dicoccoides  (McIntosh et al., 1995). 

 

En el Ecuador, los diferenciales Yr5/6*Avocet y Yr15/6*Avocet que poseen los 

genes Yr5 y Yr15 respectivamente, no presentan factores de virulencia a razas de roya 

amarilla aisladas de cultivos ecuatorianos según la caracterización en invernadero de 

patrones de virulencia del banco de aislamientos de royas de trigo realizado en el 2009 

(Falconí et al., 2009). 

 

La evaluación de factores de virulencia de roya amarilla (Yr) en las líneas de 

diferenciales realizada en campo por el Programa de Cereales en los años 2008 y 2009 

afirman que los diferenciales que presentan los genes Yr5 y Yr15 poseen resistencia a roya 

amarilla (Falconí et al., 2008; Falconí et al., 2009). 

  

Por otro lado, en esta investigación a pesar de la virulencia que menciona Ochoa, 

(1997) y Ochoa et al., (2007) para el gen Yr18, es un gen candidato para desarrollar 

germoplasma resistente a roya amarilla por su característica de expresar resistencia en 

planta adulta con un tipo de infección detectado como resistente (R) pero con un 20% de 

síntomas en la superficie de la hoja (McIntosh et al., 1995).   

 

El gen Yr18 también incrementa el período de latencia y decrece la frecuencia de 

infección así como la longitud de las lesiones de infección (estrías) en algunos 

experimentos de invernadero (Singh, Huerta-Espino, William (n.f) citado por Kohli et al., 

2003). 
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Yr18 se localiza en el cromosoma 7D, probablemente en el brazo largo del 

cromosoma, se encuentra  posiblemente unido a los genes: Lr34, que confiere resistencia a 

roya de la hoja y al gen Ltn, el cual controla necrosis en la hoja (McIntosh et al., 1995).  

 

 

1.4.3  Técnicas biotecnológicas utilizadas en fitomejoramiento 

 

El proceso de fitomejoramiento ha sido utilizado desde la antigüedad en busca de 

características deseables en un determinado cultivo. Comenzó con el mejoramiento 

tradicional, el cual explora y reconoce en campo rasgos distintivos (fenotipo) en una 

población o en un individuo en particular (selección) con el objetivo de incorporarlos en las 

siguientes generaciones (Ferreira y Grattapaglia, 1998, Byrne, Ward, Harrington y Fuller, 

2006). 

 

El mejoramiento inicia como tal, como una observación de las mutaciones 

espontáneas, proceso que no es reproducible, es poco confiable y demasiado lento; y, se 

establece cuando se ejerce por parte de los fitomejoradores un control artificial de este 

proceso utilizando métodos como la polinización de plantas, pruebas de progenie,  

producción de híbridos, mutagénesis inducida, entre otros (Byrne et al., 2006; Camarena et 

al., 2008). 

 

Los adelantos científicos en este campo se extendieron a la implementación de 

técnicas más complejas como la polinización cruzada interespecífica e intergenérica con la 

finalidad de inducir diversidad genética de manera artificial, la aplicación de la 

biotecnología mediante cultivo in vitro de tejidos vegetales para la utilización y producción 

de líneas haploides y doble haploides mediante métodos controlados. 

 

Adicionalmente, el fitomejoramiento actual propone estrategias basadas en 

técnicas moleculares que permiten la selección de individuos de interés (MAS: Selección 

asistida mediante marcadores moleculares), la modificación genética mediante ARN de 
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interferencia (ARNi), la inserción de genes mediante vectores (ingeniería genética), la 

obtención de plantas transgénicas,  entre otras (Camarena et al., 2008). 

 

 

1.4.3.1 Cultivo in vitro para la  producción de plantas haploides y doble haploides 

 

Los individuos haploides presentan un solo juego de cromosomas o contenido 

somático (n) igual al contenido normal de los gametos de la especie, y son plantas poco 

vigorosas, pequeñas e infértiles, debido a la disminución en el tamaño de sus células (Polci 

et al., 2010). 

 

Los diploides son individuos heterocigóticos que presentan dos copias 

cromosómicas (2n) (Camarena et al., 2008). 

 

Los haploides duplicados o doble haploides (DH) son genotipos con dos juegos de 

cromosomas idénticos (2n), es decir son completamente homocigóticos, son individuos 

fértiles y de desarrollo normal, son producto de la duplicación cromosómica de un 

individuo haploide. 

 

Actualmente, se dispone de técnicas biotecnológicas para la producción de 

haploides y doble haploides, cuya finalidad en el proceso de fitomejoramiento, es la 

fijación genética que ofrece la homocigosis a partir de los gametos sin la necesidad de 

atravesar por el proceso de cruzamientos endogámicos (Roca, Nuñez y  Mornan, 1993). 

 

Existen varias metodologías para la producción de haploides basado en el cultivo 

de gametos (ginogenésis y androgénesis), la hibridación intergénerica e interespecífica, 

interacción núcleo-citoplasma y semigamia. Los dobles haploides son obtenidos mediante 

duplicación cromosómica de un individuo haploide (Roca et al., 1993; Camarena et al., 

2008; Polci, et al., 2010). 
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En cereales, particularmente en trigo, se ha reportado con mayor frecuencia y 

mejor potencial el desarrollo de haploides y doble haploides mediante androgénesis por 

cultivo de anteras y microsporas, o ginogénesis mediante cultivo de óvulos;  sin embargo, 

dependiendo del objetivo final se utiliza también los cruzamientos intergénericos de trigo 

con Zea mays L. y con Hordeum bulbosum L. (Khiabani, Vedadi, Rahmani, y Mosavi, 

2008). 

   

     

1.4.3.1.1 Cultivo in vitro de anteras 

 

El cultivo in vitro de anteras es una técnica biotecnológica basada en el uso de 

gametos masculinos (anteras) inmaduros, donde las células gametofíticas (microsporas o 

megasporas) competentes originan callos, debido a un proceso denominado androgénesis 

(Barnabás, Szakács, Karsai y Bedö, 2001), donde dichas células cambian o inhiben el 

proceso ontogenético normal (formación de granos de polen maduros) para inducir el 

proceso esporofítico (formación de plantas) (Roca et al., 1993; Lentini et al., 1997).  

 

El desarrollo esporofítico comienza cuando las microsporas, a través de 

consecutivas divisiones mitóticas, forman un aglomerado celular denominado microcallo o 

callo. Seguido a este proceso y una vez formado completamente el callo, este comienza a 

dividirse más activamente hasta su diferenciación a tejido parenquimatoso del cual se 

diferencian los meristemas (González, 2008). 

 

En la siguiente etapa, los meristemas darán origen a los vástagos, los mismos que 

formarán la parte aérea de la nueva planta, etapa en la que se produce la duplicación 

cromosómica, es su mayoría las plantas resultantes serán DH (2n), en algunos casos podría 

no existir duplicación formando plantas haploides (n) ó el resultado podría haber una 

poliploidización obteniendo plantas poliploides (3n, 4n)  (González, 2008). Si la 

duplicación cromosómica es incompleta se producen las aneuploidias, por el desbalance 

genético (Lentini et al., 2008). 
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Las raíces aparecen en el otro extremo del callo, en el cual se diferencia el 

primordio de la raíz originado a partir de los meristemos internos. Las raíces desarrollan 

pelos radicales unicelulares y efímeros encargados de la absorción de agua contenido el 

medio de cultivo (González, 2008).   

 

El proceso descrito anteriormente es inducido por la presencia de altas 

concentraciones de auxinas en el medio de cultivo en el cual son colocadas las anteras 

(Lentini et al., 2008). Con el cultivo in vitro de anteras potencialmente cada microspora 

puede originar una planta (Bhojwani y Razdan, citado por Polci et al., 2005), y con la 

ventaja de que cada una contiene la dotación genética de las plantas paternas y las 

recombinaciones esperadas según las proporciones mendelianas (Roca et al., 1993; 

Eguiluz, 2002). 

 

La capacidad de respuesta al cultivo de anteras, denominada capacidad 

androgénica, puede ser evaluada a través de la producción de callos y de plantas verdes 

regeneradas (Camarena et al., 2008). Sin embargo, los sistemas de producción in vitro de 

haploides y doble haploides en cereales en general es deficiente debido a que esta 

capacidad en términos de efectividad está limitado por varios factores como la variabilidad 

del genotipo, las condiciones de crecimiento de las plantas donantes de anteras, el estado de 

desarrollo de las microsporas al momento de extraer las anteras, la composición del medio 

de cultivo, los reguladores de crecimiento suplementados al medio de cultivo y la 

significante ocurrencia de plantas albinas regeneradas (Hewstone, Muñoz y Cortazár, 1990; 

Roca et al., 1993; Barnabás et al., 2001; Ramírez et al., 2007; Camarena et al., 2008; 

Khiabani et al.,  2008). 

 

Estos factores son descritos a continuación: 
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• Variabilidad del genotipo 

 

 Los constantes ensayos de cultivo in vitro de anteras en diferentes cultivares de 

trigo y de otros cereales demuestran que uno de los factores más importantes en la 

respuesta androgénica es el genotipo (Ramírez et al., 2007; Camarena et al., 2008). 

 

La androgénesis es un proceso controlado genéticamente por el gen inhibidor de la 

haploidia, el gen hap, y de la misma manera en el proceso in vitro este mismo gen se cree 

es el responsable de controlar la capacidad androgénica en cada genotipo (Camarena et al., 

2008; Polci et al., 2010). 

 

Zhang y Li (1984) citado por Cistué y Kasha (2006) mencionan que los 

cromosomas 2A y 2D contienen genes mayores responsables de la androgénesis, y que en 

los cromosomas 2B, 4A y 5B podrían ubicarse genes menores que actúan inhibiendo la 

producción de embriones. 

 

La inducción de callos y la regeneración de plantas son caracteres heredables 

controlados por diferentes genes recesivos (Wenzel et al., 1981 citado por Roca et al., 

1993; Lentini et al., 2001; Polci et al., 2005; Camarena et al., 2008).  

 

 

• Condiciones de crecimiento de las plantas donantes de anteras 

 

Las condiciones de crecimiento de las plantas donantes como la temperatura, 

fotoperiodo, la intensidad de la luz, la nutrición, la concentración de CO2, las enfermedades 

y otros factores de estrés afectan el cultivo in vitro de anteras y de microsporas (Roca et al., 

1993; Camarena et al., 2008). 

 

Un ejemplo de esto presenta en su investigación Ramírez et al. (2007), quienes 

evaluaron el efecto del genotipo, las condiciones ambientales y la dosificación de ácido 

húmico previa a la recolección de las espigas de las plantas donadoras de anteras en la 



19 

 

obtención de callos y la regeneración de plantas verdes. En sus resultados encontraron que 

las plantas que crecieron a cielo abierto con una dosificación de ácido húmico promueve la 

producción de callos entre tres y cinco veces más a comparación del testigo. 

 

En el cultivo in vitro de anteras de otras especies como el arroz,  la aplicación de 

sustancias químicas conocidas como gametocidas como son el ácido giberélico, hidracidas, 

isoburiatos, etc, a las panículas del arroz en etapas iniciales del desarrollo podrían mejorar 

la respuesta androgénica (Chen et al. 1991 citado por Lentini et al., 1997). 

 

 

• Estado de desarrollo de las microsporas 

 

En gran medida el éxito de la producción de haploides y doble haploides se 

encuentra influenciado por el estadio en el que se encuentran las microsporas en el 

momento de su aislamiento. El estadio más conveniente para iniciar la respuesta 

androgénica en trigo es el estadio uninucleado medio a tardío (Camarena et al., 2008). 

 

 

• Pre tratamiento de la espigas previa la inducción  

 

Una vez establecido el correcto estado de desarrollo del polen, una manera de 

incrementar la inducción de las anteras y la consecuentemente la regeneración de plántulas 

es la estimulación de las microsporas mediante tratamientos con temperatura (pre 

tratamiento frío o calor), choques osmóticos, procesos físicos como la centrifugación, 

irradiación con rayos gama, aplicación de sustancias como manitol, anaerobiosis, 

utilización de gametocidas e incluso cortes en la parte superior de la inflorescencia 

(Camarena et al., 2008).   

 

En síntesis, el estrés obtenido al aplicar un pretratamiento a las anteras de trigo 

podría retrasar la división nuclear y mantener a las microsporas en estado uninucleado, 

adecuado para la androgénesis (Hu and Kasha, 1999 citado por Soriano et al., 2007).  
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Pierik, (1990) citado por Eguiluz, (2002) y Camarena et al., (2008),  afirman  que 

la aplicación de temperaturas bajas permiten que en la primera división mitótica de la 

microspora se forme dos núcleos idénticos (división simétrica) y se inhiba la diferenciación 

de los núcleo generativo y vegetativo y la división mitótica desordenada (Khiabani et al.,  

2008). 

 

 Adicionalmente, el frío presenta otros beneficios como mantener la viabilidad de 

las microsporas ya que evita la dehiscencia prematura de las anteras y la senescencia del 

polen, inhibición de la expresión de los genes que controlan el desarrollo gametofítico  

permitiendo el desarrollo esporofítico (Lentini et al., 1997).  Roca et al. (1993), menciona 

que el tratamiento con frío podría disminuir el albinismo en los cereales. 

 

El pre-tratamiento con frío podría inhibir la expresión de genes que controlan el 

desarrollo gametofítico induciendo el desarrollo esporofítico (Chen et al., 1991 citado por 

Lentini et al., 1997). 

 

El frío también podria presentar efectos negativos debido a la deshidratación 

celular y como consecuencia disminuir la diferenciación de la microspora (Hewstone, et al., 

1990). 

 

El pretratamiento de las anteras con una solución de manitol tiene efecto sobre la 

presión osmótica, lo que conlleva a la célula a producir un aminoácido que favorece la 

embriogénesis (Hewstone et al., 1990). 

 

 

• Composición del medio de cultivo  

 

La división celular de las microsporas es altamente dependiente de las condiciones 

osmóticas  y nutricionales que ofrece el medio de cultivo (Polci et al., 2010),  por lo tanto 

el contenido y el tipo de carbohidrato suministrado en el medio es de gran importancia en el 
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proceso androgénico ya que funcionan como reguladores osmóticos (George, Hall y De 

Klerk, 2008).  

 

La sacarosa y la maltosa son los carbohidratos más utilizados en el cultivo de 

anteras de trigo, se recomienda como óptimo el uso de 9% de sacarosa en el medio de 

cultivo (Han, 1985; Henry y Buyser, 1990). Mientras que Lentini et al. (1997) y Engaña 

(1995) manifiesta que la fructosa es altamente inhibitoria para el desarrollo de embriones. 

 

Los medios utilizados para la regeneración de plántulas requieren menores 

cantidades de azúcares, sin embargo resultan menos exitosos si se los compara con los 

medios de inducción (Roca et al., 1993; Polci et al., 2005).  La reducción se debe a que la 

sucrosa en el medio inhibe la formación de clorofila, por lo tanto interfiere en la 

fotosíntesis de las plantas regeneradas (George et al., 2008). 

 

En otros cereales como el arroz la glucosa podría llegar a ser inhibitoria en el 

proceso androgénico si no es rápidamente metabolizada por las anteras, mientras que el uso 

de otro carbohidrato como es el manitol solo es efectivo en fases iniciales de inducción 

pero no ayuda en la formación completa del callo (Lentini et al., 1997). 

 

Las fuentes de nitrógeno como la glutamina y la asparagina son recomendadas 

como alternativa para la utilización de bajas concentración de nitrato de amonio. La 

relación entre la concentración de amonio y de nitratos en el medio de cultivo puede influir 

en el crecimiento y diferenciación de callos, en los cereales las altas concentraciones de 

amonio inhiben la formación de callos (CIAT, 1989; Lentini et al., 1997). 

 

Las vitaminas adicionadas al medio provee de cofactores enzimáticos necesarios 

para las microsporas (CIAT, 1989). 

 

Gelificantes como el agar, el phytagel y el gelirite han sido eficientemente 

probados y se establecen como alternativas más económicas comparadas con el ficoll.  
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La adición de ficoll al medio de cultivo puede incrementar la producción de 

plantas y la diferenciación de las células de los callos, pero no hay efecto sobre la inducción 

de callos (Hewstone y Muñoz, 1992). 

 

En los medios líquidos, la adición de extracto de papa puede incrementar la 

obtención de plantas verdes (Roca et al., 1993). De la misma manera la utilización de agua 

de coco podría facilitar el desarrollo de embriones directamente de la microspora. 

 

La adición de otros compuestos como carbón activado en los medios de cultivo 

para evitar la senescencia precoz de las anteras se conoce que inhibe totalmente la 

formación de callos, mientras que el ácido cítrico podría incrementar la respuesta 

androgénica en un 55%, aunque la regeneración de plantas podría disminuir (Lentini et al., 

1997).  

 

 

• Reguladores de crecimiento suplementados al medio de cultivo 

 

En general, la obtención de callos se encuentra determinada por la relación 

eficiente de concentraciones de auxinas y citoquininas adicionadas al medio de cultivo. 

 

Para el cultivo in vitro de anteras de trigo es indispensable la utilización de 

concentraciones de 1,5 a 2 mg.L-1 de la auxina sintética 2-4D (ácido 2,4 

diclorofenoxiacético) junto con bajas concentraciones de citoquininas (Camarena et al., 

2008). 

 

 Mientras que para la etapa de diferenciación celular del callo las auxinas en bajas 

concentraciones estimulan el enraizamiento y las altas concentraciones de citoquininas 

promueven la formación de brotes, hojas y tallo. Lentini et al. (1997), menciona que para la 

regeneración de plantas enraizadas las proporciones ideales de las dos hormonas son 1:4 y 

1:2. 
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En los medios de regeneración de plantas es recomendable incluir la auxina ácido 

naftalén acético (ANA) con una concentración de 1 mg.L-1, ya que no impide la 

diferenciación celular junto con 4 mg.L-1 de la citoquinina kinetina (Lentini et al., 1997). 

 

 

• Condiciones de incubación del cultivo 

 

Condiciones de temperatura, fotoperiodo, intensidad de la luz, humedad relativa y 

tiempo de incubación son factores que participan de manera directa en la inducción de 

callos y la regeneración de plántulas, principalmente porque influyen en la tasa de 

absorción nutricional. 

 

En trigo para aumentar la producción de callos y la diferenciación en plantas 

verdes es recomendable incubar las anteras algunos días a 33°C y después disminuir la 

temperatura a 24°C según Han (1985). 

 

En el proceso de incubación aspectos como la densidad de anteras sembradas y la 

atmósfera del recipiente de cultivo, son factores que influyen en la inducción de callos, 

aunque son aspectos poco estudiados (Lentini et al., 1997).  Se conoce que existe un efecto 

insignificante en la respuesta de las anteras al cultivo in vitro al utilizar densidades de 10 

contra 20 anteras sembradas por mililitro (Orshinsky y Sadasivaiah 1997). 

 

 

• Albinismo  

 

El mayor inconveniente sugerido por varios autores en el proceso de regeneración 

de plantas en cereales es el albinismo, condición que limita la eficiencia de regeneración en  

un 99% en cebada, de 70 al 90% en arroz y de un 82% en trigo duro (Jiménez, 1999). 

 

El albinismo está altamente influenciado por el genotipo y se ha sugerido que 

ocurre por la supresión del ADN de los cloroplastos y por la deficiencia del ARN ribosomal  
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de los plástidos (Roca et al., 1993; Camarena et al., 2008).  Lentini et al, 1997 manifiesta 

que otro posible motivo de la obtención de plantas albinas es la falta de expresión de genes 

responsables del desarrollo normal de los cloroplasto y de la síntesis de clorofila. 

 

La edad del callo, la temperatura de inducción y regeneración, la concentración de 

reguladores de crecimiento y sales en el medio de cultivo son factores que podrían 

incrementar la ocurrencia de albinismo (Chen et al., 1991 citado por Lenitin et al., 1997). 

 

 

1.4.3.1.2 Duplicación cromosómica 

 

La duplicación cromosómica tiene la finalidad de lograr homocigocis y restaurar la 

fertilidad de individuos haploides (Camarena et al., 2008), la misma que puede ser 

espontánea o inducida. 

 

Generalmente la duplicación inducida se realiza con agentes químicos como el 

acenafteno, hidrato del cloral, sulfanilamida, óxido nitroso, colchicina y 8-hidroxiquinolina, 

los mismos que pueden ser aplicados en plantas adultas, plántulas, semillas, anteras y 

microsporas. El proceso de duplicación se puede llevar a cabo también en callos, si estos 

son tratados con colchicina antes de ser trasladados al medio de regeneración, y otra 

alternativa es suplementar este agente directamente al medio de inducción. Sin embargo, 

este último procedimiento altera la embriogénesis, así, en trigo se manifiesta con una 

reducción de la embriogénesis (Camarena et al., 2008; Polci et al., 2010). 

 

Todos son compuestos inhibidores de la división celular, detienen la mitosis en 

metafase o en anafase, evitando el reparto de los cromátidas de un cromosoma durante la 

mitosis, provocando la poliploidía de la célula filial, ya que aunque no hay separación, sí 

hay duplicación del material genético; actúan sobre el proceso de formación del huso 

acromático, impidiendo el paso hacia la anafase y causando el acortamiento y dispersión de 

los cromosomas (Valladolid, Blas y González, n.f.).  
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El huso acromático está formado por microtúbulos constituidos por dímeros de α y  

β tubulina que en metafase se unen a los cinetocoros del centrómero de los cromosomas, 

dirigiendo la migración de las cromátides hermanas o fraternales hacia los polos de la 

célula  (Valladolid, Blas y González, n.f.). 

 

La colchicina y otros agentes diploidizantes bloquea la adición de las subunidades 

de tubulina a los extremos de los microtúbulos existentes, originando la depolimeración de 

los mismos y consecuentemente la no formación del huso acromático (Lodish et al., 2000 

Camarena et al., 2008; Polci et al., 2010). 

 

Las células originadas después de un tratamiento prolongado de estos inhibidores  

por más de un ciclo celular pueden ser tetraploides (4n), por duplicación del material 

genético, pero al inhibirse la formación de las fibras del huso acromático no migran las 

cromátidas hermanas para formar dos núcleos independientes, de forma que se restituye 

una membrana nuclear alrededor de un núcleo con contenido multiplicado (Lodish et al., 

2001). 

 

Existen algunos métodos para determinar el nivel de ploidía del material vegetal 

obtenido como el conteo de cromosomas, la identificación fenotípica y adicionalmente, es 

posible el utilizar genes marcadores, cuyos fenotipos dominantes y recesivos sean de fácil 

discriminación (Polci et al., 2010).  

 

 

1.4.3.1.3 Aplicaciones y ventajas de los haploides y doble haploides en 

fitomejoramiento  

 

Los haploides espontáneos surgen en muy baja frecuencia, sin embargo la utilidad 

en fitomejoramiento se presenta como haploides duplicados (doble haploides) ya que 

carecen de genotipos heterocigotos lo que permiten la expresión de caracteres recesivos 

facilitando el análisis genético (Camarena et al., 2008).  Como consecuencia permite la 

selección de genotipos de interés en tiempos más cortos. 
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Como menciona Roca et al. (1993), las poblaciones homocigotas como los DH 

presentan la variabilidad propia a la generación y además tienen la ventaja de que en cada 

individuo su sistema genético está fijado y no sufre segregación adicional. Camarena et al., 

2008; Polci, et al.; 2010 concuerdan en que estas poblaciones presentan mayor variación 

genética aditiva y ausencia de variación genética debido a la dominancia, si se las compara 

con poblaciones segregantes. Por estas características, los DH facilitan, mejoran y aceleran 

los procesos de selección en el fitomejoramiento convencional. 

 

Un ejemplo de lo mencionado anteriormente se dio por primera vez en Francia en 

el año 1987 cuando se desarrolló una nueva variedad de trigo obtenida mediante cultivo in 

vitro de anteras, denominada ‘Florin’ a partir de una población F1 (De Buyser, Henry, 

Lonnet, Hertzog y Hespel, 1987). 

 

Moieni, De Vallavieille-pope y Sarrafi (2006), afirman que la producción de doble 

haploides mediante cultivo in vitro de anteras es un método eficiente para fijar genes de 

resistencia a roya amarilla. 

 

Los rendimientos agronómicos de los dobles haploides son similares e incluso 

mejores que la población testigo, como confirma De Buyser y Henry (1986) en Roca et al., 

(1993), por lo tanto la utilización de métodos de producción de haploides duplicados no 

interfieren en los rendimientos finales, pero es indispensable considerar detalles como la 

correcta elección de los progenitores para el cruzamiento y el potencial genético del hibrido 

con el que se inicia el proceso (Roca et al., 1993). 

 

En general, la mutagénesis  y la transformación genética son herramientas valiosas 

en fitomejoramiento. Su aplicación en poblaciones haploides y consecuente duplicación 

con colchicina permiten obtener homocigosis más rápidamente en el mutante o transgen 

deseado (Polci et al., 2010). 
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Otro uso representativo de los DH es la generación de poblaciones de mapeo, 

especialmente en estudio de caracteres cuantitativos con QTLs (quantitative trait loci) por 

ser poblaciones estables y en homocigosis (Polci et al., 2010). 

 

 

1.4.3.1.4 Desventajas del uso de doble haploides 

 

El proceso androgénico en el que se basa el cultivo in vitro de anteras presenta las 

variaciones genéticas típicas de los procesos de cultivo in vitro de tejidos, conocidas como 

variaciones somaclonales, las mismas que el año 1984 se re definieron como variación 

gametoclonal a aquella variación somaclonal que se observa después del cultivo de óvulos 

y anteras, frecuentemente incluyen cambios estructurales en los cromosomas, variantes 

cromosomales (aneuploides), plantas albinas, fenómenos mutacionales como plantas 

enanas, esterilidad masculina, cambios en la forma de la flor, entre otros. (Jiménez, 1999). 

 

Las variaciones genéticas constituyen un recurso importante si la finalidad es 

obtener variabilidad, pero en la producción de DH es un proceso indeseable ya que en las 

siguientes generaciones obtenidas de plantas regeneradas mostraran segregación fenotípica 

haciendo necesario la evaluación de la estabilidad genética en por lo menos dos 

generaciones. (Jiménez, 1999).  Hu, (1986) citado por Roca et al. (1993), encontró un 

porcentaje entre el 10 al 12% de segregación en plantas de trigo obtenidas a partir de polen, 

especialmente se manifiesta cuando los DH son obtenidos de poblaciones F1 en 

comparación con los F2. 

 

La mayor limitación de la producción rutinaria de doble haploides en programas 

de fitomejoramiento, especialmente en cereales, es la alta dependencia que tiene la 

metodología al genotipo, como se aclaro en el apartado 1.4.7.2.1, consecuencia de esto la 

regeneración de plantas doble haploides podría a llegar a ser incluso ineficaz. Sumada a 

esta desventaja está  el alto porcentaje de plantas albinas y el costo relativamente elevado 

que el método requiere (Soriano et al. 2007; Camarena et al., 2008).   
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1.4.3.2 Selección asistida por marcadores (MAS) 

 

La selección asistida por marcadores  (Marker assisted selection, MAS), según lo 

descrito por Carrera,  Tranquilli, Garayalde y Helguera  (2010): “es un proceso de selección 

indirecto basado en la existencia de co-segregación entre marcadores y un gen 

determinado.”  Por tal motivo, MAS es una herramienta de selección basada en la 

identificación de una secuencia de ADN cercana (incluso codificante) al gen de interés 

(Olmos, 2004). 

 

La aplicación de técnicas moleculares mediante selección asistida por marcadores 

moleculares en los programas de fitomejoramiento se han establecido como valiosos 

métodos para la selección de germoplasma que presentan genes cuya expresión fenotípica 

está controlada por el medio ambiente o por genes de resistencia a enfermedades (Ferreira 

et al., 1998) incluida la resistencia específica en un mismo genotipo por el efecto 

acumulativo de varios genes (piramidación) (Tranquilli y Suarez (n.f) citado por Kohli et 

al., 2003; Carrera et al., 2010).  

 

Otro de los beneficios de la utilización de este tipo de selección es la 

independencia de la técnica con respecto al estado de desarrollo de la planta, ya que permite 

la identificación y selección de un genotipo de interés en etapas tempranas del desarrollo 

fisiológico (Nuez y Carrillo, 2002; Olmos, 2004), y con la ventaja adicional que es 

independiente del fenotipo y el ambiente (Olmos, 2004; Carrera et al., 2010). 

 

 

1.4.3.2.1 Utilización de marcadores moleculares en MAS 

 

El polimorfismo o variación que presenta un carácter determinado es definido 

como un marcador genético, dicha variación puede ser detectable en los individuos de una 

población mediante marcadores morfológicos, bioquímicos, funcionales o moleculares.  

(Martínez et al., 2010). 
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Un segmento ADN con ubicación conocida y distinguible por la herencia en los 

individuos de una población es considerado un marcador molecular, basado en esta 

definición la utilización de estos marcadores permiten acelerar los procesos de 

caracterización y selección de individuos, ya que se usan para identificar la presencia o 

ausencia de un gen en particular (Nuez y Carrillo, 2002). 

 

Actualmente se dispone de un gran número de marcadores moleculares basados en 

la hibridación del ADN o en amplificaciones de tipo PCR (Reaction Chain Polymerase), las 

mismas que pueden ser amplificaciones arbitrarias o amplificaciones sitio-específica de 

segmentos de ADN. Estos últimos requieren del diseño de primers o cebadores específicos 

para la amplificación de un locus determinado (Martínez et al., 2010). 

 

En este contexto se hace referencia  a dos tipos de marcadores moleculares del tipo 

sitio-específico, los maracdores STS (Sequence-Tagged Site) y los marcadores 

microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats). 

 

No obstante, es importante mencionar que también se utilizan marcadores 

moleculares derivados de ADN genómico o de segmentos transcritos del ADN como son 

los SNPs (Polimorfismo de un Solo Nucleótido). Cuando los SNPs se encuentran en 

regiones codificantes se los pueden asociar totalmente al carácter de interés, haciéndolos 

extremadamente útiles en los programas de MAS (Martínez et al., 2010). 

 

 

• Marcadores moleculares STS (Sequence-Tagged Site) 

  

Los STS o secuencias de tipo específico son fragmentos cortos de ADN de copia 

única con ubicación conocida en el cromosoma o genoma (Nuez y Carrillo, 2002), son 

marcadores del tipo PCR, por lo tanto requieren del conocimiento de la secuencia para el 

diseño de los primer específicos (Martínez et al., 2010). Estos marcadores moleculares son 

obtenidos mediante la conversión de RFLP en marcadores basados en PCR (Ferreira et al., 

1998). 
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Martínez et al. (2010) comenta que el mayor inconveniente de esto marcadores es 

el bajo polimorfismo existente entre cultivares de la misma especie, pero que en trigo esta 

limitación se ha superado con éxito, desarrollando marcadores STS para la identificación de 

caracteres del tipo agronómico, de resistencia a enfermedades y de adaptación.  

 

En mejoramiento asistido (MAS) este marcador es ampliamente utilizado por su 

metodología transferible y de fácil reproducción. Proporciona adicionalmente, el análisis de 

varios locis en un mismo gel, y con la ventaja de ser un marcador codominante (Martínez et 

al., 2010). Adicionalmente, los marcadores STS son útiles para el mapeo de regiones 

genómicas de interés en plantas (Weining y Langridge (n.f) citado por Ferrerira et al., 

1998). 

 

 

• Marcadores microstélites SSRs (Simple Sequence Repeats) 

 

Las secuencias cortas de ADN en tándem de 1 a 6 nucleótidos repetidas de 10 a 

100 veces son conocidas como regiones microsatélites o SSRs (Simple Sequence Repeats)   

(Nuez y Carrillo, 2002). En los organismos eucariotes, los microsatélites se encuentran 

distribuidos en todo el genoma y forman locis genéticos altamente polimórficos (Ferreira et 

al., 1998).  

 

El polimorfismo en el que se basan los SSRs es la variabilidad del número de 

repeticiones del ‘motif ’, por lo tanto varia el tamaño del microsatélite, esta variabilidad se 

origina durante la replicación del ADN por errores durante el copiado de la secuencia 

repetida por la ADNpolimerasa, eliminando o incorporando repeticiones (Crouch et al., 

1998 citado por Infante y Rodríguez, (n.f). Según  Martínez et al. (2010) otro causa de la 

variación es el entrecruzamiento desigual entre cromosomas homólogos provocando que 

los alelos aumenten el número de repeticiones.  
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Estos marcadores moleculares requieren el conocimiento previo de la secuencia 

‘tagged’ ya que son detectados con iniciadores específicos de 20 a 30 pb que flanquean al 

motif repetido mediante amplificaciones por PCR, y  visualizados por electroforesis en 

geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes por tinción en nitrato de plata, 

autoradiografía con primers marcados radioactivamente o mediante secuenciación 

automática con primers fluoromarcados (Ferreira et al., 1998; Martínez et al., 2010). 

 

La aplicación de los SSRs es extensa en mejoramiento genético como marcadores 

diagnóstico especialmente en especies autógamas como el trigo por su característica de 

multialelismo, es decir que son  altamente polimórficos por locus (Infante y Rodríguez, n. f; 

Karp, Kresovich, Bhat, Ayad y Hodgkin, 1997; Yánez y Orlando, 2002; Martínez et al., 

2010).  

 

Muestran alta precisión en la determinación de alelos, son de uso simple y 

fácilmente reproducibles (Weising, Nybom y Wolff, 2005). Además por ser marcadores 

codominantes permiten la visualización de los alelos de un individuo heterocigoto sin 

requerir altas concentraciones ni excelente calidad de ADN iniciador (Infante y Rodríguez, 

n.f; Manifesto, Schlatter, Hopps, Suárez y Dubcovsky en Kohli y Francis, 2000).  Por lo 

tanto, son ideales en programas de identificación y discriminación de genotipos, mapeo 

genético y estudios de genética poblacional (Ferreira et al., 1998).  

 

En contraste, la mayor desventaja al incorporar estos marcadores en 

fitomejoramiento es que pueden existir alelos nulos producto de mutaciones en el sitio de 

hibridación del cebador, estos alelos no se visualizan y hacen que individuos heterocigotos 

sean encasillados como homocigotos (Karp et al.,  1997). Además,  la presencia de "bandas 

tartamudas" pueden complicar el análisis y la lectura de los geles, estas bandas son 

erróneamente interpretadas como alelos ya que son productos de la amplificación que 

difieren en una unidad de repetición con respecto al alelo original (Chambers y MacAvoy, 

2000 citado en Yánez y Orlando, 2002). 
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1.4.3.2.2 Selección asistida por marcadores moleculares en trigo 

 

Actualmente, los programas de fitomejoramiento convencional para trigo incluyen 

dos métodos de selección: selección por pedigree y selección por retrocruzas, los mismos 

que pueden llegar a ser más eficientes combinándolos con la selección asistida por 

marcadores moleculares. Ventajas que se describen a continuación: 

 

En el primer método de mejoramiento la inclusión de MAS permite disminuir la 

cantidad de individuos seleccionados en la generación F2, aumentando el nivel de fijación 

de los genes o caracteres de interés para la selección en las siguientes generaciones (Olmos, 

2004). 

 

De la misma manera, la utilización de MAS en la selección por retrocruzas permite 

la selección en la generación segregante de los genotipos heterocigotos para el gen de 

interés, especialmente si dicho gen se hereda de forma recesiva (Koebner y Summers, 2003 

citado por Olmos, 2004).  

 

 

1.4.3.2.3 Piramidación de genes  

 

La piramidación o apilamiento de genes se entiende como el proceso de 

acumulación de múltiples genes en una misma planta, entre otras finalidades, para 

establecer una resistencia duradera (Saione et al., 1993; Kelly et al., 1994; Mclntosh et al., 

1995; Tranquilli y Suarez, (n.f) citado por Kohli et al., 2003; Chen et al., 2003; Olmos 

2004). 

  

En la práctica, la piramidación requiere la identificación de germoplasma 

resistente y  genéticamente diferente, resistencia que será incorporada a una línea avanzada 

mediante cruzamientos (Roelfs et al., 1992). 
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1.5 Hipótesis 

 

Ho: Los genotipos y poblaciones F2 evaluados mediante dos métodos 

biotecnológicos de fitomejoramiento no permite la obtención ni la selección de plantas de 

trigo (Triticum aestivum L.) resistentes a roya amarilla. 
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CAPÍTULO 2 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1   Participantes 

 

El proyecto de investigación se realizó en las instalaciones del Departamento 

Nacional de Biotecnología (DNB) en la Estación Experimental Santa Catalina (EESC) 

mediante el proyecto ejecutado por el  Programa de Cereales (PC): “Plan de recuperación y 

fomento del Cultivo de Trigo en Ecuador, mediante el desarrollo y producción de semillas 

con énfasis en difusión de cultivares mejorados, transferencia de tecnología y 

capacitación”. 

 

Los colaboradores científicos del proyecto fueron: Dra. Karina Proaño (Directora), 

Msc. Mónica Jadán (Codirectora), Dr. Eduardo Morillo (Responsable del DNB), Ing. 

Jacqueline Benítez (Técnica Laboratorio de Cultivo de Tejidos del DNB), Ing. Gabriela 

Miño (Técnica del Laboratorio de Biología Molecular del DNB), Ing. Luis Ponce 

(Responsable del PC), Ing. Javier Garófalo (Técnico del PC). 

 

 

2.2   Zona de estudio 

 

2.2.1 Fase de siembra 

 

La fase de siembra se realizó tanto en los invernaderos como en los campos 

experimentales de la Estación Experimental Santa Catalina (EESC) del Instituto Nacional 

Autónomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) ubicado en la parroquia Cutuglagua, 

cantón Mejía en la provincia de Pichincha. 
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En el Cuadro 2.1 se describen las condiciones geográficas y ambientales del sitio 

experimental. 

 

Cuadro 2.1 Características geográficas y ambientales del sitio experimental, INIAP, 2011. 

 

CARACTERISTICAS GEOGRÁFICAS Y 

AMBIENTALES 1 

Provincia Pichincha 

Cantón Mejía 

Parroquia Cutuglagua 

Latitud 00°22´00´´ S 

Longitud 79° 32´00´´ O 

Altitud 3058 m 

Precipitación promedio anual 1430 mm 

 Campo Invernadero 

Humedad Relativa 79,63% 42,1% 

Temperatura promedio anual 12,38°C 18,5°C 

Temperatura máxima 24°C 28,3°C 

Temperatura mínima 4°C 4,4 °C 

 

 

2.2.2 Fase de laboratorio 

 

La fase experimental se ejecutó en los Laboratorios de Cultivo de Tejidos y 

Biología Molecular, pertenecientes al Departamento Nacional de Biotecnología. 

 

 

 

                                                 
1 Datos proporcionados por la Estación Meteorológica Izobamba, perteneciente al Instituto Nacional de 

Meteorología e Hidrología (INAMHI), 2010. 
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2.3 Período de investigación 

 

La investigación tuvo un tiempo de duración de 12 meses. 

 

 

2.4 Diseño estadístico 

 

2.4.1 Fase de cultivo in vitro de anteras 

 

Con el objetivo de  determinar la influencia del genotipo y los medios de cultivo 

en la respuesta androgénica  mediante la inducción de callos de cada genotipo y población 

F2 se realizó un experimento factorial AxB dispuesto bajo un diseño completamente al azar 

(DCA). El experimento factorial incluyó 30 tratamientos y diferente número de 

observaciones.  

 

 

2.4.1.1 Unidad experimental 

 

La unidad experimental estuvo conformada por una caja Petri de vidrio de 60 mm 

de diámetro que contenía 30 anteras extraídas de cada genotipo o población F2  colocadas 

sobre uno de los medio de cultivo de inducción. 

 

 

2.4.1.2 Factores de estudio 

 

a. Genotipos   

 

En el Cuadro 2.2 se detallan los genotipos y poblaciones F2 de trigo que se 

utilizaron en la evaluación de la respuesta androgénica empleando la técnica de cultivo in 

vitro de anteras. 
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Cuadro 2.2  Genotipos y poblaciones F2 de trigo empleados para la evaluación de la 

respuesta androgénica empleando la técnica de cultivo in vitro de anteras, INIAP, 2011. 

 

GENOTIPOS DE TRIGO Código 

INIAP-ZHALAO 2003 g1 

INIAP-COJITAMBO 92 

INIAP-QUILINDAÑA 94 

g2 

g3 

INIAP-VIVAR 2010 g4 

Waxwing g5 

Yr5/6*Avocet g6 

Yr15/6*Avocet g7 

Yr18/3*Avocet g8 

POBLACIONES F2  

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet  g9 

Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDAÑA 94 g10 

 

b. Medios de cultivo 

 

En el Cuadro 2.3 se presentan los medios de cultivo de inducción de callos que se 

utilizaron para el desarrollo de la fase de cultivo in vitro de anteras en el presente estudio. 

 

Cuadro 2.3  Medios de cultivo de  inducción de callos utilizados en el cultivo in vitro de 

anteras, INIAP, 2011. 

 

MEDIOS DE CULTIVO Código 

Medio W14  m1 

Medio W14mal m2 

Medio de Papa-2  m3 
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2.4.1.3 Tratamientos 

 

El Cuadro 2.4 presenta los treinta tratamientos producto de la interacción entre los 

genotipos (g) y los medios de cultivo (m).  

 

Cuadro 2.4 Tratamientos  para el cultivo in vitro de anteras de los genotipos de trigo con 

tres medios de cultivo de inducción, INIAP, 2011. 

SÍMBOLO INTERACCIÓN TRATAMIENTO 

t1 g1 m1 
Anteras del genotipo INIAP-ZHALAO 2003 esparcidas 

en el medio W14 de inducción.  

t2 g1 m2 
Anteras del genotipo INIAP-ZHALAO 2003 esparcidas 

en el medio W14mal de inducción. 

t3 g1 m3 
Anteras del genotipo INIAP-ZHALAO 2003  esparcidas 

en el medio Papa-2 de inducción. 

t4 g2 m1 
Anteras del genotipo INIAP-COJITAMBO 92 esparcidas 

en el medio W14 de inducción.  

t5 g2 m2 
Anteras del genotipo INIAP-COJITAMBO 92 esparcidas 

en el medio W14mal de inducción. 

t6 g2 m3 
Anteras del genotipo INIAP-COJITAMBO 92 esparcidas 

en el medio  Papa-2 de inducción. 

t7 g3 m1 
Anteras del genotipo INIAP-QUILINDAÑA 94 

esparcidas en el medio W14 de inducción.  

t8 g3 m2 
Anteras del genotipo INIAP-QUILINDAÑA 94 

esparcidas en el medio W14mal de inducción. 

t9 g3 m3 
Anteras del genotipo INIAP-QUILINDAÑA 94 

esparcidas en el medio  Papa-2 de inducción. 

t10 g4 m1 
Anteras del genotipo INIAP-VIVAR 2010 esparcidas en 

el medio W14 de inducción.  

t11 g4  m2 
Anteras del genotipo INIAP-VIVAR 2010 esparcidas en 

el medio W14mal de inducción. 



39 

 

Cuadro 2.4 Continuación… 

t1 2 g4  m3 
Anteras del genotipo INIAP-VIVAR 2010 esparcidas en 

el medio Papa-2  de inducción. 

t13 g5 m1 
Anteras del genotipo Waxwing esparcidas en el medio 

W14 de inducción.  

t14 g5  m2 
Anteras del genotipo Waxwing esparcidas en el medio 

W14mal de inducción. 

t15 g5  m3 
Anteras del genotipo Waxwing esparcidas en el medio 

Papa-2  de inducción.  

t16 g6 m1 
Anteras del genotipo Yr5/6*Avocet esparcidas en el 

medio W14 de inducción.  

t17 g6 m2 
Anteras del genotipo Yr5/6*Avocet esparcidas en el 

medio W14mal de inducción. 

t18 g6 m3 
Anteras del genotipo Yr5/6*Avocet esparcidas en el 

medio Papa-2 de inducción. 

t19 g7 m1 
Anteras del genotipo Yr15/6*Avocet esparcidas en el 

medio W14 de inducción.  

t20 g7 m2 
Anteras del genotipo Yr15/6*Avocet esparcidas en el 

medio W14mal de inducción.  

t21 p7 m3 
Anteras del genotipo Yr15/6*Avocet esparcidas en el 

medio Papa-2  de inducción. 

t22 g8 m1 
Anteras del genotipo Yr18/3*Avocet esparcidas en el 

medio W14 de inducción.  

t23 g8  m2 
Anteras del genotipo Yr18/3*Avocet esparcidas en el 

medio W14mal de inducción 

t24 g8  m3 
Anteras del genotipo Yr18/3*Avocet esparcidas en el 

medio Papa-2  de inducción. 

t25 g9 m1 
Anteras de la población F2 Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet 

esparcidas en el medio W14 de inducción.  
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Cuadro 2.4 Continuación… 

t26 g9  m2 
Anteras de la población F2 Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet 

esparcidas en el medio W14mal de inducción.  

t27 g9  m3 
Anteras de la población  F2 Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet 

esparcidas en el medio Papa-2  de inducción. 

t28 g10 m1 
Anteras de la población F2 Yr18/3*Avocet//INIAP- 

QUILINDAÑA 94  esparcidas en el medio W14 de inducción.  

t29 g10  m2 
Anteras de la población F2 Yr18/3*Avocet//INIAP- 

QUILINDAÑA 94 esparcidas en el medio W14mal de inducción. 

T30 p10  m3 
 Anteras de la población F2 Yr18/3*Avocet//INIAP- 

QUILINDAÑA 94 esparcidas en el medio Papa-2  de inducción. 

 

 

2.4.1.4 Análisis estadístico 

 

Un análisis de varianza (ADEVA) se realizó para evaluar la respuesta androgénica 

mediante la interacción de cada genotipo y población F2 con los medios de cultivo. Los 

datos importantes que contendrá el ADEVA se presenta en el Cuadro 2.5: 

 

Cuadro 2.5 ADEVA para la evaluación de respuestas androgénica en 30 tratamientos 

resultantes de la interacción de los genotipos de trigo con tres medios de cultivo de 

inducción, INIAP, 2011. 

 

 
Fuente de Variación 

               (FV) 

Grados de Libertad 

(GL) 

Total 299 

Tratamientos 29 

     Germoplasma (g)          9 

     Medios de cultivo (m)          2 

     g x m        18 

Error experimental  270 
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Los factores en estudio y su interacción que resultaron significativos fueron 

analizados mediante la prueba de Tukey al 5% para establecer rangos de significación. 

 

 

2.4.2 Fase de selección asistida con marcadores moleculares 

 

2.4.2.1 Factores de estudio 

           a. Genotipos de trigo 

En el Cuadro 2.6 se detallan los genotipos de trigo que fueron utilizados en la fase 

molecular. 

 

Cuadro 2.6 Genotipos y población F2 de trigo utilizados para la selección asistida con 

marcadores moleculares, INIAP, 2011. 

 

POBLACIÓN F 2 Código  

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet g1 

GENOTIPOS DE TRIGO   

Yr5/6*Avocet (Control positivo) g2 

Yr15/6*Avocet (Control positivo)  

Moroco  (Control negativo)* 

g3 

g4 

                 *Genotipo susceptible 

 

           b. Marcadores  moleculares. 

 

En el Cuadro 2.7 se describen los marcadores moleculares empleados para 

determinar la resistencia a roya amarilla en el presente estudio. 
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Cuadro 2.7 Marcadores moleculares para resistencia a roya amarilla, INIAP, 2011. 

 

MARCADOR MOLECULAR GEN Código 

STS-7/STS-8 Yr5 y1 

Xbarc8 Yr15 y2 

 

 

2.4.2.2 Unidad experimental 

 

La unidad experimental estuvo conformada por un tubo eppendorf que contienía la 

muestra de ADN, de aproximadamente 3 g, extraída de tejido foliar en plántula de los 

genotipos de trigo descritos en el Cuadro 2.6. 

 

 

2.4.2.3 Análisis bioinformático 

 

La selección de individuos portadores de los dos genes se determinó mediante la 

relación de presencia o ausencia de una banda del producto amplificado en un peso (pb) 

específico para cada gen, con base en la estandarización para la amplificación de           

marcadores moleculares ligados a genes de resistencia a roya amarilla de trigo en el que se 

incluía germoplasma nacional propuesto por Vinueza, 2011 y mediante datos reportados en 

estudios en germoplasma foráneo. 

 

Para el locus Yr15 el análisis y selección se realizó mediante el genotipaje de 

alelos en el software SAGA-GT versión 3.1, permitiendo la selección de portadores y 

diferenciación entre individuos homocigotos y heterocigotos. 

 

Mediante el programa Photo-CaptMw (versión 10.0) se realizó la selección de 

individuos portadores del gen Yr5. 
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La selección final se realizó solamente de individuos que presentaban los dos 

genes piramidados.  

 

 

2.5  Procedimientos 

 

El experimento se dividido en dos fases:  

 

• La primera fase consta de actividades correspondientes al cultivo in vitro de anteras: 

la siembra de semillas de cada genotipo y población F2 en invernadero y en campo 

para la obtención del material vegetal, siembra e incubación de anteras de trigo en 

un estado de desarrollo óptimo para la formación de callos, y a partir de estos se 

realizó la regeneración de plantas. 

 

• La segunda fase, de selección asistida con marcadores moleculares,  corresponde a 

la siembra en invernadero del material vegetal destinado a la selección molecular, 

esta fase incluye la extracción, cuantificación y validación de ADN y la 

amplificación con marcadores moleculares ligados a genes de resistencia a roya 

amarilla. 

 

Adicionalmente, se realizó una comparación costo-beneficio de las dos técnicas 

biotecnológicas evaluadas con los programas de mejoramiento convencional para la 

obtención y selección de plantas de trigo resistentes a roya amarilla. 

 

 

2.5.1 Fase de cultivo in vitro de anteras 

 

2.5.1.1 Selección y siembra del germoplasma 

 

El germoplasma utilizado estuvo conformado por ocho genotipos y/o variedades y 

dos poblaciones segregantes de la filial F2 de trigo (Cuadro 2.2 y Fig. 2.1). 
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Figura 2.1 Germoplasma de trigo utilizado en la investigación: a. Cultivar INIAP-

QUILINADAÑA 94, b. Cultivar INIAP-COJITAMBO 92,  c. Línea promisoria Waxwing, d. Filial 

F2 Yr5/6*Avocet//Yr15/6*Avocet, e. Filial F2 Yr18/3*Avocet//INIAP-QUILINDAÑA 94, INIAP, 

2011. 

 

Los genotipos de trigo fueron seleccionados con la finalidad de evaluar su 

capacidad androgénica y su consecuente regeneración a plantas, aquellos que presenten alta 

respuesta androgénica podría ser utilizados como padres recurrentes en programas de 

fitomejoramiento. 

 

Las filiales F2 de trigo fueron obtenidas en invernadero por el Programa de 

Cereales del INIAP según el esquema de selección convencional (bloques de 

cruzamientos). 

 

La población segregante Yr5/6*Avocet//Yr15/6*Avocet es producto del 

cruzamiento de los parentales Yr5/6*Avocet y Yr15/6*Avocet (Set Internacional de 

diferenciales de roya amarilla de trigo), que poseen los genes mayores Yr5 y Yr15 

respectivamente, de resistencia a roya amarilla. 

 

El cruzamiento Yr18/3*Avocet//INIAP-QUILINDAÑA 94, combina al progenitor 

Yr18/3*Avocet, donante del gen menor Yr18 con el cultivar INIAP-Qulindaña 94. 
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El proceso de siembra se realizó en invernadero y en campo, previamente se 

desinfectaron las semillas con Carboxin y Captan (Vitavax®). 

 

En invernadero se sembraron de 6 a 7 semillas del germoplasma de trigo en 

macetas de plástico de 2 kg de capacidad que contenían sustrato desinfectado (Fig. 2.2 a).  

 

Las siembras en campo se efectuaron a mano en parcelas de 0.25 m2 separadas por 

50 cm entre sí, cada parcela se dividió en tres hileras y la densidad de siembra fue de cuatro 

semillas por hilera (Fig. 2.2 b).  

 

 

Figura 2.2 Siembra de germoplasma de trigo: a) Siembra en invernadero, b) y c) Siembra en 

campo, INIAP, 2011. 

 

Las siembras fueron realizadas semanalmente con el fin obtener constantemente 

material vegetal en un estado vegetativo determinado. El total de siembras en invernadero 

fue de 39 siembras y en campo 20 siembras.  

 

El manejo del cultivo se realizó siguiendo las normas de la guía del cultivo de 

trigo del INIAP (2011). En invernadero se realizó una fertilización base con Sulpomag (2 

g/maceta) y 100 mL de urea (1 g.L-1) por maceta, una fertilización complementaria a los 45 

días con urea en igual concentración y a los 55 días con  Nitrofoska foliar (1 g.L-1). 
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La fertilización base y complementaria en campo se realizó con urea (1,25 

g/parcela) y adicionalmente, previa a la floración que colocó Stimufol foliar en una dosis de 

4 g.L-1.  

 

El control de pulgones en invernadero se realizó con 2 mL.L-1 de Endosulfan con 1 

mL.L-1 de Ecuafix. 

 

 

2.5.1.2   Muestreo del material vegetal 

 

Las espigas de cada genotipo y población F2 de trigo (Cuadro 2.2) se recolectaron 

tanto en campo como en invernadero en diferentes estados de desarrollo vegetativo, 

realizando una previa revisión de la presencia de la espiga mediante el tacto (Fig. 2.3). 

  

Se efectuaron diferentes cortes asociando la distancia entre la penúltima hoja y la 

hoja bandera, con el propósito de establecer una relación entre el estado de desarrollo del 

trigo (Z4.5 y Z4.7, según la escala de Zadoks) y la etapa uninucleada en fase media a tardía 

de las microsporas, siendo la etapa óptima para el cultivo in vitro de anteras.  

 

 

Figura 2.3 Colecta el material vegetal, INIAP, 2011. 
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2.5.1.3   Desinfección de espigas 

 

En el laboratorio, las espigas recolectadas y aún envueltas en la vaina fueron 

rociadas con alcohol potable (90% v/v) e introducidas a una cámara de flujo laminar, donde 

se eliminaron las hojas que rodeaba la espiga y con una tijera estéril se cortaron las aristas. 

 

Las espigas fueron desinfectadas por inmersión en 120 mL de una solución de 

Hipoclorito de Sodio al 20% con agitación  por 30 minutos.   

 

Transcurrido este tiempo, las espigas fueron lavadas tres veces con agua destilada 

estéril y finalmente transferidas a cajas Petri autoclavadas que contenían 2 mL de agua 

destilada (Fig. 2.4). 

 

 

Figura 2.4 Proceso de desinfección del material vegetal, INIAP, 2011. 

 

 

2.5.1.4 Determinación del estado de desarrollo del polen 

 

Los estadios uninucleado medio y tardío son los más adecuados para obtener 

respuesta androgénica en el cultivo in vitro de anteras de trigo, por lo que es necesario 
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establecer en cada genotipo una relación que proporcione información sobre el  momento 

en que deben ser recolectadas las espigas, en el que predominen la mayor cantidad de las 

microsporas en el estado de desarrollo ideal para el comienzo del cultivo in vitro 

(Maluszynski et al., 2003, Ramírez et al., 2007). 

 

Esta relación fue establecida utilizando la escala decimal de Zadoks (Zadoks,  

Chang y Konzak, 1974) (Anexo A), que determina la fase de desarrollo vegetativo en los 

cereales, y se realizó midiendo la distancia existente entre la base de la hoja bandera y la 

penúltima hoja, cuando aún se encontraba envainada la espiga de cada genotipo y población 

F2 (estadios Z4.5 y Z4.7, según la escala de Zadoks). El propósito fue asociar estas medidas 

con el porcentaje de microsporas en estado uninucleado medio a tardío, el mismo que fue 

determinado mediante tinción con acetocarmín al 2%.  

 

Las tinciones se realizaron siguiendo el protocolo de Michelangeli et al. (2002), 

para el cual, se extrajo al azar tres anteras de la parte media de la espiga y se colocaron en 

un portaobjetos, sobre estas se dejó caer una gota de colorante acetocarmín al 2%. La placa 

se pasó a través de la llama de un mechero para fijar la muestra, y se agregó otra gota del 

colorante. Las anteras se presionaron cuidadosamente hasta que se observe la salida de las 

microsporas, se colocó una gota más de acetocarmín y transcurrido 30 minutos se cubrió la 

muestra con un cubre objetos.  

 

La observación se realizó en un microscopio óptico compuesto (aumento 40X) y 

se estimó el porcentaje de microsporas en estado medio a tardío mediante conteo de estas 

células en dos campos ópticos. 

 

 

2.5.1.5 Preparación de medios de cultivo 

 

Los medios de cultivo de inducción utilizados fueron el medio sólido W14 

(Maluszynski et al., 2003) y dos medios líquidos: el medio Papa-2 (Chuang, Ouyang, Chia, 
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Chou y Ching, 1978) y el medio W14mal (Otani y Shimada, 1995), cuya composición se 

detalla en los Anexos B, C y D, respectivamente. 

 

Para la regeneración de plantas se preparó el medio de cultivo de regeneración 

190-2 propuesto por Maluszynski et al., 2003 (Anexo E).  

 

Los medios de cultivo preparados fueron esterilizados mediante autoclavado por 

20 minutos a 120ºC y 90 kPa. Se distribuyó 6 mL de medio de cultivo de inducción W14, 3 

mL del medio Papa-2, 2 mL del medio W14mal, y 6 mL del medio de regeneración 190-2 

en cajas Petri. Adicionalmente, se dispensó 5 mL del medio de regeneración en tubos de 

ensayo. Este proceso se realizó en una cámara de flujo laminar (Fig. 2.5). 

 

 

Figura 2.5 Preparación de medios de cultivo, INIAP, 2011. 

 

Para la fase de duplicación cromosómica, a los medios de inducción W14, Papa-2 

y W14mal se les añadió 8-Hidroxiquinolina, reactivo esterilizado mediante filtración 

mediante un Filtro de membrana MILLIPORE de 0,22 µm en una concentración de 40 

mg.L-1 en una cámara de flujo laminar (Maluszynski et al., 2003). 
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Los medios de cultivo dispensados fueron sellados con parafilm y almacenado en 

una refrigeradora hasta su uso. 

 

 

2.5.1.6 Extracción de las anteras y duplicación cromosómica 

 

Las anteras de las espigas que se verificaron se encontraban en estado uninucleado 

medio a tardío fueron extraídas en la cámara de flujo laminar con una pinza esterilizada y 

sembradas inmediatamente en una caja Petri de 60 mm que contenía uno de los medios de 

cultivo preparados cada uno con 8-Hidroxiquinolina. Se colocó en la superficie del medio 

una densidad de 30 anteras de cada genotipo y filial F2. 

 

Una vez selladas las cajas Petri con parafilm para evitar contaminación se 

cubrieron con papel aluminio y fueron incubadas bajo las condiciones descritas en el 

Cuadro 2.8 con el propósito de duplicar el genoma a través de continuas divisiones 

mitóticas de las microsporas. 

 

Cuadro 2.8 Condiciones experimentales para la duplicación cromosómica de las 

microsporas, INIAP, 2011. 

 

CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Duplicación cromosómica 

Temperatura  28°C 

Humedad relativa 40-50% 

Tiempo                                                        3 días 

Oscuridad  24 horas 
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2.5.1.7  Inducción de androgénesis y formación de callos 

 

Terminado el proceso de duplicación cromosómica, las anteras se transfirieron en 

condiciones estériles a cajas Petri con el correspondiente medio de cultivo (medio de 

inducción W14, Papa-2 y W14mal) libre de 8-Hidroxiquinolina para el desarrollo 

androgénico.  

 

Las anteras se incubaron bajo las condiciones descritas en el Cuadro 2.9, durante 

este tiempo ocurrió la multiplicación de las microsporas y consecuentemente la formación 

de callos embriogénicos.  

 

Cuadro 2.9 Condiciones experimentales para la inducción de androgénisis y formación de 

callos, INIAP, 2011. 

 

CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Formación de callos 

Temperatura  28°C 

Humedad relativa 40-50% 

Tiempo                                                        4 semanas 

Oscuridad  24 horas 

 

 

El ensayo final se estableció con un total de 10.590 anteras extraídas de espigas 

recolectadas de campo y 10.050 anteras extraídas de espigas recolectadas de invernadero. 

Por cada genotipo y filial F2 se evaluaron un mínimo de 300 anteras en cada medio de 

cultivo de inducción. 
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2.5.1.8  Regeneración de plantas a partir de callos embriogénicos 

 

Terminadas las cuatro semanas de incubación, con la ayuda de en un 

estéreomicroscopio se observó y cuantificó los callos formados, aquellos de color 

amarillento y consistencia compacta (callos embriogénicos). 

 

Los callos formados se transfirieron al medio de cultivo de regeneración 190-2 en 

una cámara de flujo laminar. Se colocó de 2 a 4 callos por caja y los callos de mayor 

tamaño (aproximadamente 2 mm) fueron transferidos individualmente a tubos de ensayo. 

 

El proceso de regeneración de plantas se realizó con las condiciones 

experimentales descritas en el Cuadro 2.10. 

 

 

Cuadro 2.10 Condiciones experimentales para la regeneración de plantas, INIAP, 2011. 

 

CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Regeneración de plantas 

Temperatura  26-28°C 

Humedad relativa 40-50% 

Tiempo                                                        4 semanas 

Fotoperiodo 

        Horas luz 

        Oscuridad 

 

16 horas 

8 horas 

 

 

Para germoplasma proveniente de invernadero se transfirió al medio de regeneración un 

total de 65 callos, y para germoplasma proveniente de campo se transfirió un total de 129 

callos. 
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2.5.2 Fase de selección asistida con marcadores moleculares. 

 

2.5.2.1 Siembra del material vegetal 

 

La filial F2 (Cuadro 2.6) evaluada en la selección con marcadores moleculares fue 

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet. Los controles positivos utilizados fueron los genotipos 

Yr5/6*Avocet y Yr15/6*Avocet  portadores de los genes Yr5 y Yr15 respectivamente y 

como control susceptible para los dos genes el genotipo Moroco. 

 

Para el proceso de siembra en el invernadero previamente se desinfectaron las 

semillas con Carboxin y Captan (Vitavax 300®) y se colocaron de 4 a 5 semillas en 

macetas de plástico de 2 kg de capacidad que contenían sustrato.    

 

La fertilización base y complementaria se realizó con 100 mL de urea por maceta 

en una concentración de 1 g.L-1 y el control de pulgones en invernadero se realizó con 2 

mL.L-1 de Endosulfan con 1 mL.L-1 de Ecuafix. 

 

 

2.5.2.2 Colecta del material vegetal 

 

La recolección del material vegetal se realizó con pinzas y tijeras esterilizadas bajo 

luz ultravioleta por 10 minutos. En invernadero, se tomó aproximadamente 3g de tejido 

foliar de cada plántula en estado de desarrollo Z 1.3 y Z 1.4 (Anexo A y Fig. 2.6), según la 

escala decimal de Zadoks (Zadoks et al., 1974) y se colocó en tubos eppendorf estériles y 

etiquetados. 



 

Figura 2.6 Plántulas en estado de desarrollo Z 1.3 y Z 1.4, aptas para la colecta y extracción de 

 

Los tubos eppendorf con las muestras colectadas se trasladaron en hielo al 

Laboratorio de Biología Molecular del Departamento Nacional de Biotecnología.

 

El total de muestras colectadas fue de 150 plántulas incluidos los controles 

positivos para cada gen y el control susceptible.

 

 

2.5.2.3 Extracción de ADN

 

La extracción de ADN se realizó mediante el protocolo propuesto por Ferreira 

al., (1998) con ciertas modificaciones, para lo cual se preparó el buffer de extracción, según 

las siguientes concentraciones finales: CTAB (1%), NaCl (1,4

EDTA (20 mM), PVP (1%) y aforado con agua destilada autoclavada. El buffer de 

extracción se homogenizó mediante calentamiento y agitación en un baño maría a 65ºC, 

hasta que todos sus compon

utilización del buffer se añadió el agente reductor 2

 

Con una pinza estéril se extrajo la muestra de tejido foliar del tubo eppendorf y se 

colocó en un mortero para realizar la ma

extracción sobre la muestra y se realizó
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Plántulas en estado de desarrollo Z 1.3 y Z 1.4, aptas para la colecta y extracción de 

ADN, INIAP, 2011. 

Los tubos eppendorf con las muestras colectadas se trasladaron en hielo al 

Laboratorio de Biología Molecular del Departamento Nacional de Biotecnología.

El total de muestras colectadas fue de 150 plántulas incluidos los controles 

y el control susceptible. 

2.5.2.3 Extracción de ADN  

La extracción de ADN se realizó mediante el protocolo propuesto por Ferreira 

(1998) con ciertas modificaciones, para lo cual se preparó el buffer de extracción, según 

centraciones finales: CTAB (1%), NaCl (1,4 M), Tris HCl (100

mM), PVP (1%) y aforado con agua destilada autoclavada. El buffer de 

extracción se homogenizó mediante calentamiento y agitación en un baño maría a 65ºC, 

hasta que todos sus componentes se encontraban totalmente disueltos. 

utilización del buffer se añadió el agente reductor 2-mercaptoetanol (4%).

Con una pinza estéril se extrajo la muestra de tejido foliar del tubo eppendorf y se 

colocó en un mortero para realizar la maceración. Se añadieron 

extracción sobre la muestra y se realizó la extrusión mecánica del tejido con un pistilo, 

Plántulas en estado de desarrollo Z 1.3 y Z 1.4, aptas para la colecta y extracción de 

Los tubos eppendorf con las muestras colectadas se trasladaron en hielo al 

Laboratorio de Biología Molecular del Departamento Nacional de Biotecnología. 

El total de muestras colectadas fue de 150 plántulas incluidos los controles 

La extracción de ADN se realizó mediante el protocolo propuesto por Ferreira et 

(1998) con ciertas modificaciones, para lo cual se preparó el buffer de extracción, según 

M), Tris HCl (100 mM), 

mM), PVP (1%) y aforado con agua destilada autoclavada. El buffer de  

extracción se homogenizó mediante calentamiento y agitación en un baño maría a 65ºC, 

entes se encontraban totalmente disueltos. Previa a la 

mercaptoetanol (4%). 

Con una pinza estéril se extrajo la muestra de tejido foliar del tubo eppendorf y se 

añadieron 500 µL del buffer de 

nica del tejido con un pistilo, 
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hasta obtener una pasta verdosa que fue traspasada a un tubo eppendorf, las muestras 

fueron mantenidas en  hielo hasta terminar el proceso de maceración. 

 

A todas las muestras se adicionó 200 µL más del buffer de extracción y se 

incubaron en baño maría a 65 ºC por 60 minutos. Los tubos eppendorf se agitaron por  

inversión cada 15 minutos durante el tiempo de incubación para facilitar su solubilización y 

homogenización. 

 

A continuación, el material lisado obtenido se centrifugó a 13.000 r.p.m por 10 

minutos, el sobrenadante se transfirió  a un nuevo tubo eppendorf, y en un extractor de 

gases, con el objetivo de eliminar las proteínas se adicionó igual volumen que el 

sobrenadante del solvente orgánico CIA, cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) y se agitó 

por inversión durante 5 minutos. 

 

La mezcla obtenida se centrifugó a 13.000 r.p.m por 10 minutos, y se extrajo la 

fase acuosa (fase superior) cuidadosamente a un nuevo tubo eppendorf donde se ubicó el 

ADN. La adición de CIA y la centrifugación se repitió una vez más. 

 

El ADN contenido en la fase acuosa se precipitó adicionando isopropanol a -20°C 

(2/3 del volumen extraído) y se mezcló por inversión, las muestras se almacenaron a -4ºC 

toda la noche. Trascurrido este tiempo,  se centrifugó a 13.000 r.p.m por 10 minutos y 

descartó el sobrenadante. 

 

El lavado del pellet de ADN se realizó agregando 500 µL de etanol al 70% a -

20ºC. Los tubos fueron centrifugados por 5 minutos a velocidad máxima.  

 

Eliminado el sobrenadante, se evaporó los residuos de etanol                                                                 

mediante secado a temperatura ambiente por 2 horas. 
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Para la re suspensión del ADN formado se utilizó 100 µL de buffer TE 0.1 M  pH 

8 mediante incubación de las muestras a 65ºC por 5 minutos a baño maría. Las muestras de 

ADN obtenidas se almacenaron a -20°C. 

 

 

2.5.2.4 Cuantificación de ADN 

 

La cuantificación cualitativa se realizó mediante una comparación de los 

fragmentos de ADN genómico con un estándar (Low DNA Mass Ladder Invitrogen®) a 

través de electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1%. Las muestras fueron 

preparadas mezclando 1 µL del buffer ‘blue juice’ (1X) con 4 µL de la muestra de ADN de 

concentración desconocida, en cada pocillo se colocó 2 µL de cada muestra y 2 µL del 

estándar. 

 

La electroforesis se realizó en buffer TAE (1X) por 30 minutos a 100V. El gel fue 

teñido con bromuro de etidio (15 ppm) por 30 minutos en agitación, y visualizado en el 

fotodocumentador Dolphin View. 

 

Mediante este procedimiento, se realizó una estimación de la concentración de 

ADN de cada muestra, y se establecieron grupos de los cuales se tomó entre 5 a 7 

representantes para realizar la cuantificación mediante fluorometría. 

 

El método cuantitativo se realizó en el fluorómetro Qubit mediante el Kit 

QubitTM dsDNA BR Assay. El fluorómetro previamente se calibro y para la lectura de la 

muestras se colocó en un tubo eppendorf 198 uL del buffer de cuantificación preparado 

(199 µL del buffer Quant –it Buffer y 1 µL del fluoróforo Quant-it Reagent) con 2 µL del 

ADN de cada ejemplar, completando una solución de 200 µL. 

 

La concentración de ADN se calculó mediante la siguiente fórmula: 
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Donde:  

  X: Volumen de ADN cuantificado (µL) 

 

A partir de las concentraciones obtenidas se diluyeron las muestras con agua de 

tartazina 1 M (colorante) hasta llegar a una concentración de 15 ng/µL. 

 

 

2.5.2.5 Validación de muestras de ADN 

 

Con el objetivo de verificar que el ADN extraído se encuentra en condiciones 

adecuadas para la amplificación de los marcadores moleculares se realizó una validación de 

los mismos mediante PCR con el marcador tipo STS ligado al gen Yr5, la información de 

este marcador se describe más adelante. 

 

La reacción PCR se realizó en un volumen final de 15 µL compuesta de 2 ng.µL-1 

de ADN, 0,13 U.µL-1  de Taq polimerasa, 1X de Green Buffer Go Taq Flexi 5X 

(Promega®), 3 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP´s, 0,2 µM de cada primer forward y 

reverse. 

 

El programa de amplificación utilizado fue: desnaturalización inicial a 94ºC x 5 

min., desnaturalización a 94ºC x 30 seg., alineamiento a 52,8 ºC x 30 seg., extensión a 72ºC 

x 45 seg. por 35 ciclos, extensión final a 72ºC x 7 min y un paso final a 5ºC x 10 min.  

 

La visualización del producto de amplificación se realizó en un gel de agarosa al 

2% mediante electroforesis horizontal a 100 V por 40 minutos y tinción del gel en bromuro 

de etidio (15 ppm) por 30 minutos con agitación. El gel se fotodocumentó con el  

fotodocumentador UV Dolphin View. 

 



58 

 

El producto de amplificación validado se identificó perfectamente y se almacenó a 

-4°C hasta su utilización. Las muestras de ADN que no amplificaron se desecharon y se 

procedió a realizar una nueva extracción, cuantificación y validación de ADN. 

 

 

2.5.2.6 Amplificación PCR, electroforesis y visualización del gen Yr15 

 

La identificación de genotipos portadores del gen Yr15 y selección de individuos 

homocigotos y heterocigotos se realizó con una amplificación PCR mediante genotipaje del 

locus Xbarc8 con la metodología M13 tailing, utilizando los primers descritos en la Tabla 

2.1.  

Tabla 2.1 Información del marcador microsatélite Xbarc8. 

.  

MOTIFS SECUENCIA  

TTA 

15+11 

5'  GCGGGAATCATGCATAGGAAAACAGAA  3'   Forward 

  Reverse 5' GCGGGGGCGAAACATACACATAAAAACA  3' 

     Fuente: (Graingenes, 2010; Vinueza, 2011). 

 

El primer forward-M13 fue sintetizado adicionando el fragmento de nucleótidos 

(5´-CAC GAC GTT GTA AAA CGA C-3`) al extremo 5’. 

 

Inicialmente la reacción PCR-M13 tailing se estandarizó con siete muestras y dos 

marcajes de 700 y 800 nm, con el objetivo de determinar a qué longitud de onda la 

amplificación es más eficiente. 

 

El cóctel de amplificación se ajusto a un volumen final de 7,52 µL conteniendo: 4 

ng.µL -1 de ADN, 0,1 U.L -1 de Taq polimerasa Platinum (Invitrogen®), 1X de Buffer 10X 

(Invitrogen®), 3 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP´s, 0,4 µM de primer forward-M13, 0,4 

µM de primer reverse y 0,1 µM del reactivo M13 Fwd IRDye 700 nm para dar la 

fluorescencia. La reacción fue ensamblada en una cámara de flujo, se trabajó sobre hielo y 

sin luz para evitar la degradación del compuesto fluorescente.  Cada reacción se cubrió con 



 

una gota de aceite mineral y la amplificación se realizó en un 

Research. 

 

Las condiciones de temperatura 

desnaturalización inicial a 9

ralización a 94ºC x 30 seg.

La extensión final a 72ºC x 7 

 

Terminada la amplificación, se adicionó al producto

centrifugó a máxima velocidad por 30 segundos. La denaturación de las muestras se realizó 

en un termociclador PTC

temperatura cocándolas de inmediato en hielo.

 

Aproximadamente 0,8 µL del producto denaturado se cargó en cada pocillo de un 

gel de acrilamida (6,6%) 

marcador de peso molecular de 

realizó por una hora y media a 1500

 

Finalmente, el producto se visualizó y genotipo en 

3.3. 

Figura 2.7 Gel de acrilamida del secuenciador 
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una gota de aceite mineral y la amplificación se realizó en un termociclador 

ciones de temperatura para la amplificación 

desnaturalización inicial a 94ºC x 5 min., seguida de 40 ciclos consistentes en: d

ralización a 94ºC x 30 seg., alineamiento a 57,5 ºC x 30 seg., elongación a 72

tensión final a 72ºC x 7 min y un paso final a 5ºC x 10 min.  

Terminada la amplificación, se adicionó al producto PCR 5

centrifugó a máxima velocidad por 30 segundos. La denaturación de las muestras se realizó 

PTC-200 M. J. Research a 94°C x 3 min y un descenso brusco de la 

temperatura cocándolas de inmediato en hielo. 

Aproximadamente 0,8 µL del producto denaturado se cargó en cada pocillo de un 

gel de acrilamida (6,6%) colocado en el LI-COR DNA Analyzer 430

marcador de peso molecular de 50-350 pb IRDye 700 nm (Fig. 2.7). 

realizó por una hora y media a 1500 V. 

Finalmente, el producto se visualizó y genotipo en el software SAGA

 

Gel de acrilamida del secuenciador LI-COR DNA Analyzer 4300S, INIAP, 2011.

termociclador PTC-200 M. J. 

para la amplificación fueron: una 

ciclos consistentes en: desnatu-

x 30 seg., elongación a 72ºC x 45 seg. 

5 µL de Blue Stop y se 

centrifugó a máxima velocidad por 30 segundos. La denaturación de las muestras se realizó 

min y un descenso brusco de la 

Aproximadamente 0,8 µL del producto denaturado se cargó en cada pocillo de un 

COR DNA Analyzer 4300S junto con el 

2.7).  La electroforesis se 

el software SAGA-GT versión 

COR DNA Analyzer 4300S, INIAP, 2011. 
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2.5.2.7 Amplificación PCR, electroforesis y visualización del gen Yr5 

 

La amplificación del gen Yr5 se realizó con la combinación de primers tipo STS 

que se describen en la Tabla 2.2. 

 

Tabla 2.2 Set de marcadores STS y secuencias de los primers ligados al gen Yr5. 

 

PRIMER SECUENCIA  

STS – 7 5'- GTA CAA TTC ACC TAG AGT -3'         Sense 

STS – 8 5'- GCA AGT TTT CTC CCT ATT -3'      Anti Sense 

Fuente: (Chen et al., 2003; Vinueza, 2011; Wheat Cap, 2010). 

 

 La separación del producto amplificado se realizó únicamente con las muestras de 

ADN seleccionadas como portadoras del gen Yr15 y se utilizó el producto de amplificación 

almacenado, el mismo que se obtuvo mediante el cóctel de amplificación y las condiciones 

de temperatura descritas en el apartado 2.5.2.5. 

 

La visualización del producto se realizó en un gel de poliacrilamida al 6% (p/v) 

mediante tinción en  nitrato de plata. El procedimiento utilizado fue el propuesto por 

Morillo y Miño (2002) y se describe a continuación: 

 

 

• Tratamiento de las placas y ensamblaje de las placas 

 

Las placas de vidrio se lavaron perfectamente con agua y jabón líquido, el último 

enjuague se realizó con agua destilada y se secaron con un papel toalla. 

 

Una vez secas las placas se limpió la superficie con 1mL de etanol absoluto, tres 

veces cada placa. Evaporado el etanol se colocó 1 mL de cloroformo y se distribuyó en 

forma horizontal y vertical por tres ocasiones en cada una. 

 



61 

 

Para la placa adherente se colocó en tres ocasiones 500 µL de la solución 

adherente (3µL Bind Silane, 5 µL ácido acético y 1 mL etanol absoluto) de forma 

horizontal y vertical.  

 

En la placa repelente se esparció uniformemente de manera horizontal y vertical 

400 µL de la solución repelente Auriglass (solución antilluvia). Este proceso se repitió 3 

veces. 

 

Las placas se dejaron secar toda la noche. Al siguiente día, se ensamblaron las 

placas colocando los separadores en los extremos y se ajustó con pinzas a cada lado. 

  

 

• Preparación del gel de poliacrilamida 

 

El gel de poliacrilamida se preparó en un extractor de gases, midiendo 100 mL de 

una  solución de acrilamida/bis-acrilamida (en 1 L: 500 g de úrea, 57 g de acrilamida, 3 g 

de bis-acrilamida y 50 mL de TBE 10X) y se añadió 71,4 µL de TEMED y 714,5 µL de 

APS. 

 

La solución formada se vertió cuidadosamente en las placas ensambladas, evitando 

la formación de burbujas. En la parte superior se colocó el peine formando la línea base y 

se dejó polimerizar por 2 horas. 

 

Transcurrido este tiempo se colocó las placas con el gel en la cámara de 

electroforesis vertical cubriéndolo con buffer TBE (1X) y se realizó una pre-corrida de 30 

minutos a 1000 V con 150 µL de ‘blue stop’ distribuido en todos los pocillos. 
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• Preparación y electroforesis del producto amplificado 

 

Las muestras se prepararon mezclando en un nueva placa PCR 6 µL del producto 

de amplificación con 3 µL de blue stop, y fueron denaturadas a 94°C por 5 minutos en un 

termociclador PTC-200 M. J. Research e inmediatamente colocadas en hielo. 

 

En cada pocillo del gel de poliacrilamida se cargó 4 µL de las muestras preparadas 

y 3 µL del marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (INVITROGEN®). 

 

La electroferisis se realizó 3 horas y 20 minutos a 1000 V, hasta que el ‘blue stop’ 

colocado en la pre-corrida salió al buffer TBE colocado en la parte inferior de la cámara de 

electroforesis. 

 

 

• Tinción con nitrato de plata 

 

Concluida la electroforesis las placas se separaron, quedando el gel unido a la 

placa adherente, la misma que se colocó en una bandeja de aluminio que contenía la 

solución de tinción (10% etanol absoluto, 0,5% ácido acético y 0,2% nitrato de plata), se 

cubrió de la luz y se dejó en agitación de 10 a 20 minutos, dependiendo de los usos que 

tenía la solución (se puede reutilizar hasta ocho veces). 

 

La placa se lavo con agua destilada y se transfirió a otra bandeja donde se colocó 

la solución de revelado (1% formaldehido y 3% hidróxido de sodio) previamente calentada 

a 55°C en un baño maría. El formaldehido fue colocado en el momento de usar la solución 

y se añadió un volumen entre 200 a 300 µL, dependiendo de las veces que fue reciclada la 

solución (reciclar hasta 8 veces).  La placa permaneció sumergida en la solución y con 

agitación hasta que se pudo observar las bandas de amplificación. 

 



 

Reveladas las bandas, la placa se traslado a una bandeja con la solución de parada 

(10% etanol absoluto y 0,5% ácido acético) hasta que la intensidad de las bandas se tornen 

más oscuras. Esta solución se pued

 

Finalmente, el gel se dejó secar toda la noche y fue fotodocumentado. La 

fotografía tomada se analizó en el programa Photo

 

2.5.2.8 Cosecha y almacenamiento de individuos seleccionados

 

El material ve

madurez total. Las espigas fueron cosechadas

 

La semilla obtenida se entregó al Programa de Cereales de INIAP en sobres 

debidamente etiquetados junto con los 

 

Figura 2.8 Espiga cosechada manualmente lista para ser trillada y almacenada, INIAP

2.5.3 Determinación y comparación de costos

 

La comparación costo

de las dos metodologías

programa de mejoramiento convencional. 
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Reveladas las bandas, la placa se traslado a una bandeja con la solución de parada 

(10% etanol absoluto y 0,5% ácido acético) hasta que la intensidad de las bandas se tornen 

más oscuras. Esta solución se puede reutilizar un máximo de 5 veces.

Finalmente, el gel se dejó secar toda la noche y fue fotodocumentado. La 

fotografía tomada se analizó en el programa Photo-CapWM versión 10.0.

2.5.2.8 Cosecha y almacenamiento de individuos seleccionados 

l material vegetal sembrado se manejó hasta que las plantas llegaron a la 

madurez total. Las espigas fueron cosechadas y trilladas manualmente (Fig.

La semilla obtenida se entregó al Programa de Cereales de INIAP en sobres 

debidamente etiquetados junto con los resultados procesados para ser almacenados.

 

Espiga cosechada manualmente lista para ser trillada y almacenada, INIAP

 

 

Determinación y comparación de costos 

n costo-beneficio se realizó mediante una estimación de los

de las dos metodologías planteadas en esta investigación y los costos estimados de un 

programa de mejoramiento convencional.  

Reveladas las bandas, la placa se traslado a una bandeja con la solución de parada 

(10% etanol absoluto y 0,5% ácido acético) hasta que la intensidad de las bandas se tornen 

e reutilizar un máximo de 5 veces. 

Finalmente, el gel se dejó secar toda la noche y fue fotodocumentado. La 

CapWM versión 10.0. 

sembrado se manejó hasta que las plantas llegaron a la 

y trilladas manualmente (Fig. 2.8).  

La semilla obtenida se entregó al Programa de Cereales de INIAP en sobres 

resultados procesados para ser almacenados. 

Espiga cosechada manualmente lista para ser trillada y almacenada, INIAP, 2011. 

estimación de los costos 

los costos estimados de un 
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La estimación se inició determinando el costo del proceso de autofecundación que 

se desarrolla en general en un programa de fitomejoramiento. El proceso incluyó la 

selección  de los progenitores que presenten caracteres de interés agronómico, resistencia, 

rendimiento u otro caracter hasta el cruzamiento de dichos progenitores para obtener una 

población segregante F1, se utilizó la metodología desarrollada en el Programa de Cereales 

del INIAP, en la cual para el año 2011 se realizaron 65 cruzamientos en invernadero.  

 

Para el programa de mejoramiento convencional la estimación de costos se realizó 

a partir de los cruzamientos iniciales  con una presión de selección por año correspondiente 

al 10% a partir de la filial F2.  

 

Para la estimación de los costos de la producción de plantas doble haploides 

mediante cultivo in vitro de anteras se consideró el tratamiento con mayor eficiencia 

androgénica y mayor porcentaje de regeneración de plantas verdes, estimando una 

producción final de 100 plantas doble haploides. 

 

La estimación de costos de la selección asistida por marcadores moleculares se 

determinó como costos por proceso para un total de 100 individuos y para dos genes, 

mediante la utilización de un marcador microsatélite genotipado mendiante la tecnología 

SSR-M13tailing y un marcador STS visualizado en geles de poliacrilamida, metodología 

utilizada en esta investigación. 

 

En cada proceso se incluyen los costos por insumos directos y depreciación de 

materiales y equipos de laboratorio. Estos valores fueron determinados según el 

Departamento de Biotecnología del INIAP para el año 2011 (Miño G., comunicación 

personal,  Julio 13, 2011). 

 

Adicionalmente, se realizó una comparación del tiempo que se necesita para la 

liberación de un nuevo cultivar si se incluyen el cultivo in vitro de anteras para producción 

de doble haploides y la selección asistida con marcadores moleculares en un programa de 

fitomejoramiento. 
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2.6 Análisis de datos 

 

2.6.1 Variables y métodos de evaluación de la fase de cultivo in vitro de anteras 

 

Número total de callos embriogénicos 

 

A los 30 días de incubadas las anteras se cuantificó el número total de callos 

(aglomeraciones celulares) embriogénicos de color amarillo pálido y consistencia compacta 

formados en cada genotipo y población F2 de trigo, mediante observación y conteo en un 

esteréromicroscopio.  

 

Esta variable se reportó como el número de callos formados por cada 30 anteras 

sembradas en uno de los medios de cultivo, completando un mínimo de diez observaciones 

para cada tratamiento (Cuadro 2.4), sin embargo el número de observaciones fue diferente 

en cada tratamiento, situación que se tomó en cuenta para el análisis de los datos. 

 

El material vegetal evaluado fue tanto de invernadero como de campo con el 

objetivo de determinar si las condiciones ambientales a las que fueron expuestas las plantas 

donadoras de anteras afecta la respuesta androgénica. 

 

El análisis estadístico se realizó por separado para campo e invernadero mediante 

el paquete estadístico InfoStat (versión 2008), en el cual se realizó un análisis de varianza 

(ADEVA) y la prueba de significancia de Tuckey al 5%. Los datos fueron transformados 

empleando la transformación logarítmica "#$(% + '(). 
 

Mediante el programa Microsoft Excel se determinó el porcentaje de callos 

formados (porcentaje de respuesta androgénica) en cada genotipo y población F2 para cada 

medio de cultivo utilizado bajo las dos condiciones ambientales. Determinados los 

porcentajes totales, se calculó el coeficiente de correlación entre el ensayo con 

germoplasma de campo y el ensayo con germoplasma de invernadero.  
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Porcentaje de plantas verdes y albinas regeneradas 

 

A los 30 días de transferidos los callos embriogénicos al medio 190-2 de 

regeneración se cuantificó el número de plántulas verdes-fértiles regeneradas y el número 

de de plantas albinas con relación al número de callos transferidos, tanto para invernadero 

como para campo. 

 

 

2.6.2 Variables y métodos de evaluación de la fase de selección asistida con 

marcadores moleculares. 

 

Presencia/ausencia de la banda de amplificación del marcador Xbarc8 ligado al gen 

Yr15 

 

Esta variable se registró como presencia o ausencia de una banda de 234.44 pb 

(±1.41) (Vinueza, 2011), producto de la amplificación del marcador microsatélite Xbarc8 

ligado al gen Yr15. 

 

La interpretación de alelos se realizó en el software SAGA-GT (versión 3.1), y los 

datos obtenidos en este software fueron exportados a una hoja de cálculo en el programa 

Microsoft  Excel, en el cual se seleccionaron los individuos con presencia del gen en 

condición homocigota o heterocigota. 

 

Adicionalmente, se determinó el porcentaje de individuos portadores del gen, 

porcentaje de individuos homocigotos y porcentaje de individuos heterocigotos para este 

locus en la población estudiada. 
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Presencia/ausencia de la banda de amplificación del marcador STS-7/STS-8 para el 

gen Yr5 

 

Esta variable fue considerada solamente para en individuos portadores del gen 

Yr15 y se evaluó mediante la presencia o ausencia de una banda a 478 pb (Wheat Cap, 

2010), producto de la amplificación del  set de marcadores STS-7/STS-8 ligado al gen Yr5.  

 

     Los datos se obtuvieron tomando medias de la distancia desde la banda de 400 

pb registrada por el marcador molecular hasta la base del alelo obtenido para cada muestra 

de producto amplificado. Las medidas fueron transformadas a su equivalente en peso (pb) 

mediante el programa Microsoft Excel y finalmente, estos datos fueron comparados con los 

pesos proporcionados por el programa Photo-CaptMw (versión 10.0), el cual permite 

calcular el peso molecular a partir de un la visualización de los fragmentos de amplificación 

mediante el análisis de una fotografía en la que se compara con un marcador de peso 

molecular. 

 

La determinación del peso tuvo como objetivo la selección de los individuos 

portadores del gen. 
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CAPÍTULO 3  

 

RESULTADOS 

 

3.1  Fase de cultivo in vitro de anteras 

 

3.1.1 Relación entre el estado fenológico de la planta y el desarrollo de las microsporas 

 

La capacidad de respuesta androgénica en cultivo in vitro de anteras se encuentra 

altamente influenciado por el estado de desarrollo de las microsporas el momento de su 

aislamiento. En trigo es conveniente iniciar el cultivo cuando la mayoría de microsporas se 

encuentran en estado uninucleado medio a tardío, con el propósito de incrementar la 

formación de callos. 

 

Con este fin, fue importante determinar el estado fenológico de cada genotipo y 

población F2, en el cual se encuentren el mayor porcentaje de microsporas en los estados 

uninucleado medio a tardío. 

 

En el Cuadro 3.1 se observa que para el germoplasma evaluado en el presente 

trabajo en los estados vegetativos del Z4.5 al Z4.7, según la escala de Zadoks, se encuentra 

entre el 67 y 73% de las microsporas en el estado de desarrollo ideal.  
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Cuadro 3.1 Relación entre el estado fenológico de la planta, distancia promedio de corte 

con respecto a la hoja bandera y el estado del desarrollo de las microsporas, INIAP, 2011. 

 

GENOTIPO  ó 
POBLACIÓN F 2 

ESTADO 
FENOLOGICO, 
Zadoks et al. 1974 

DISTANCIA 
PROMEDIO  

DE CORTE EN 
CAMPO 

(cm) 

DISTANCIA 
PROMEDIO DE 

CORTE EN 
INVERNADERO 

(cm) 

ESTADO DE 
DESARROLLO 

DE LA 
MICROSPORA1 

     

INIAP-ZHALAO 2003 Z4.5 a Z4.7 5,2 4,2 71,3% 

INIAP-COJITAMBO 92 Z4.5 a Z4.7 5,4 4,0 70,0% 

INIAP-QUILINDAÑA 94 Z4.5 a Z4.7 5,4 4,4 67,0% 

INIAP-VIVAR 2010 Z4.5 a Z4.7 6,8 5,3 68,1% 

Waxwing Z4.5 a Z4.7 5,8 3,5 70,0% 

Yr5/6*Avocet Z4.5 a Z4.7 4,8 3,9 70,8% 

Yr15/6*Avocet Z4.5 a Z4.7 5,0 4,0 70,0% 

Yr18/3*Avocet Z4.5 a Z4.7 6,6 4,9 70,0% 

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet  Z4.5 a Z4.7 6,5 3,9 69,3% 

Yr18/3*Avocet//INIAP-QUILINDAÑA 94 Z4.5 a Z4.7 6,3 4,6 72,5% 
     1 Estado uninucleado medio a tardio 

 

Es decir, un estado uninucleado medio  a tardío como se observa en la Figura 3.1a 

y Figura 3.1b, respectivamente, tanto para plantas que se desarrollaron en invernadero 

como para plantas desarrolladas en campo. Por lo tanto, este es un estado de desarrollo 

vegetativo adecuado para la recolección de las espigas. 

 

 

Figura 3.1 a) Microsporas de Triticum aestivum L. en estado uninucleado medio, b) Microsporas 

de Triticum aestivum L. en estado uninucleado tardío, INIAP, 2011. 

 

 Los estados Z4.5 a Z4.7 se caracterizan por el engrosamiento de la vaina debido a 

la presencia de la espiga aún sin visibilidad de las aristas. En la Figura 3.2 se observa que 
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las espigas recolectadas presentaron estas características, y el mayor porcentaje de 

microsporas en los estados uninucleado medio a tardío es se encontró al realizar un corte de 

las espigas cuando la distancia promedio desde la penúltima hoja hacia la hoja bandera sea 

de 4,8 a 6,8 cm para plantas que crecieron en campo y para plantas de invernadero de 3,5 a 

5,3 cm (Cuadro 3.1).  

 

Figura 3.2 Espiga recolectadas en estadio Z4.5 y Z4.7, INIAP, 2011. 

 

El estado de desarrollo uninucleado tardío se identificó  por la posición opuesta del 

núcleo con el poro como se muestra en la Figura 3.3. 

 

 

Figura 3.3 Visualización de núcleo y poro de microsporas de Triticum aestivum L. en estado 

uninucleado tardío, INIAP, 2011. 

 

 

3.1.2 Evaluación de la capacidad androgénica y formación de callos 

 

La respuesta androgénica de cada genotipo y población F2 fue evaluada a los 30 

días de incubación de las anteras mediante conteo en el estéreomicroscopio de los callos 
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formados como se observa en la Figura 3.4  para  germoplasma de trigo del INIAP de 

campo y de invernadero, tanto en los medios de cultivo líquidos como en los sólidos. 

 

 

Figura 3.4 a) Anteras con formación de callos colocadas en el medio de cultivo W14 después de 

30 días de incubación, b) Anteras con formación de callos colocadas en el medio de cultivo líquido 

Papa-2 después de 30 días de incubación, INIAP, 2011. 

 

Terminada la evaluación se observó que en general los callos formados en el 

medio de cultivo sólido era de mayor tamaño que aquellos formados de anteras colocadas 

en los  medios de cultivo líquidos (Figura 3.4a). Con frecuencia en los medios de inducción 

líquidos cada antera producía más de un callo, el mismo que se desprendía de la antera y 

flotaba sobre el medio de cultivo (Figura 3.4b).  

 

Después de determinar el número total de callos formados por cada 30 anteras del 

germoplasma de trigo del INIAP en los tres medios de cultivo de inducción, esta variable se 

transformó estadísticamente y se realizó mediante un análisis de varianza la evaluación del 

genotipo o población F2 con mayor capacidad androgénica, el medio de cultivo que 

permitió la mayor formación de callos y el tratamiento más eficiente según la interacción 

del medio de cultivo con el germoplasma.   

 

 La evaluación se realizó independientemente para germoplasma de campo y de 

invernadero, los resultados se presentan a continuación. 
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3.1.2.1 Evaluación de la capacidad androgénica de germoplasma recolectado en 

campo 

 

Al realizar el análisis de varianza (Cuadro 3.2) para el germoplasma de trigo del 

INIAP recolectado en campo se determinó que existe alta significancia estadística para el 

germoplasma y para los medios de cultivo de inducción utilizados, lo que sugiere que los 

factores en estudio se comportan de manera diferente entre sí.  

 

La interacción entre germoplasma y medio de cultivo resultó significativo con 

relación al nivel de significancia establecido (0,05), lo que indica que los factores 

estudiados no actúan independientemente. El promedio general de experimento fue de 

0,37callos/caja, mientras que con datos transformados fue de 1,01 callos/caja y se obtuvo 

un coeficiente de variación de 4,62%, muy bueno para experimentos de laboratorio (Cuadro 

3.2). 

 

Cuadro 3.2 Análisis de varianza para el número de callos embriogénicos de germoplasma 

de trigo (Triticum aestivum L.) del INIAP recolectados en campo con tres medios de 

cultivo aplicando un diseño factorial 10x3, INIAP, 2011. 

 

Fuente de Variación GL SC CM Valor P 

Tratamientos 29 0,14 0,005 0,0003**  

Germoplasma 9 0,05 0,01 0,0048**  

Medio 2 0,03 0,01 0,0028**  

Germoplasma X Medio  18 0,07 0,0039 0,0271* 

Error experimental 323 0,71 0,0022  

Total 352 0,85   

�:*  0,37 callos/caja                �*́ : 1,01 callos/caja2 

CV: 4,62% 

   

 

                                                 
2 Promedio general de experimento con datos trasnformados. 
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La prueba de Tukey determinó dos grupos estadísticos con respecto al 

germoplasma recolectado en campo (Cuadro 3.3), en el primer grupo el genotipo con 

mayor capacidad androgénica es el cultivar INIAP-ZHALAO 2003 con un promedio de 

1,04 callos/caja, mientras que al final del segundo grupo se ubican los genotipos 

Yr5/6*Avocet, Yr15/6*Avocet y Yr18/6*Avocet con un promedio de 1,00 callos/caja para 

cada genotipo. 

 

Cuadro 3.3  Prueba de Tukey (5%) para la evaluación de la capacidad androgénica del 

germoplasma de trigo (Triticum aestivum L.) del INIAP recolectados en campo, INIAP, 

2011. 

 

Germoplasma Observaciones 
Promedio 

(callos/caja) 
Grupos 

INIAP-ZHALAO 2003 34 1,04 a 

INIAP-COJITAMBO 92 38 1,03 a       b 

Waxwing 34 1,02 a       b 

Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDAÑA 94 35 1,01 a       b 

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet 50 1,01 a       b 

INIAP-VIVAR 2010 34 1,01 a       b 

INIAP-QUILINDAÑA 94 33 1,00 a       b 

Yr15/6*Avocet 33 1,00       b 

Yr5/6*Avocet 31 1,00       b 

Yr18/3*Avocet 31 1,00       b 

 

 

La prueba de Tukey determinó dos categorías para la evaluación de los medio de 

cultivo sobre la capacidad androgénica de germoplasma recolectado en campo (Cuadro 

3.4). El medio líquido Papa-2 como el medio sólido W14 se agrupan en la primera 

categoría con un promedio de 1,02 callos/caja, y el medio líquido W14 mal se ubican en 

una segunda categoría con un promedio de 1,00 callos/caja. 
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Cuadro 3.4 Prueba de Tukey (5%) para la evaluación de tres medio de cultivo de 

inducción sobre la capacidad androgénica en el germoplasma de trigo (Triticum aestivum 

L.) del INIAP recolectado en campo, INIAP, 2011. 

 

Medio de cultivo Observaciones 
Promedio 

(callos/caja) 
Grupos 

Medio Papa-2 104 1,02 a 

Medio W14 133 1,02 a        

Medio W14mal 116 1,00        b 

  

 

 El Cuadro 3.5 muestra que la prueba de Tukey para la interacción (germoplasma y 

medios de cultivo) detectó dos rangos, en la cual se observa que el tratamiento que 

corresponde a las anteras extraídas del cultivar INIAP-ZHALAO 2003 y esparcidas en el 

medio de inducción Papa-2 (tratamiento t3), se encuentra encabezando el primer rango con 

un promedio de 1,10 callos/caja.  
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Cuadro 3.5 Prueba de Tukey (5%) para la interacción del germoplasma y los medios de cultivo de 

inducción en la evaluación de la capacidad androgénica del germoplasma de trigo (Triticum 

aestivum L.) del INIAP recolectado en campo, INIAP, 2011. 

 

Germoplasma 
Medio de 

Cultivo 

Observacione

s 

Promedio 

(callos/caja) 
Grupos 

INIAP-ZHALAO 2003 Medio Papa-2 10 1,10 a        

INIAP-COJITAMBO 92 Medio Papa-2 10 1,06 a           b 

Waxwing Medio W14 11 1,04 a           b 

Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDAÑA 94 Medio W14 12 1,04 a           b 

INIAP-COJITAMBO 92 Medio W14 17 1,03 a           b 

Waxwing Medio Papa-2 10 1,02 a           b 

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet Medio Papa-2 11 1,02 a           b 

INIAP-ZHALAO 2003 Medio W14 12 1,02             b 

INIAP-VIVAR 2010 Medio W14 12 1,02             b 

INIAP-QUILINDAÑA 94 Medio W14 11 1,01             b 

Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDAÑA 94 Medio Papa-2 11 1,01             b 

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet Medio W14 26 1,00             b 

Yr15/6*Avocet Medio W14 11 1,00             b 

Yr5/6*Avocet Medio W14 11 1,00             b 

INIAP-VIVAR 2010 Medio Papa-2 11 1,00             b 

INIAP-QUILINDAÑA 94 Medio W14mal 11 1,00             b 

Yr18/3*Avocet Medio W14mal 11 1,00             b 

Yr18/3*Avocet Medio W14 10 1,00             b 

Yr15/6*Avocet Medio Papa-2 10 1,00             b 

Yr18/3*Avocet Medio Papa-2 10 1,00             b 

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet Medio W14mal 13 1,00             b 

Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDAÑA 94 Medio W14mal 12 1,00             b 

INIAP-ZHALAO 2003 Medio W14mal 12 1,00             b 

INIAP-QUILINDAÑA 94  Medio Papa-2 11 1,00             b 

Waxwing Medio W14mal 13 1,00             b 

INIAP-VIVAR 2010 Medio W14mal 11 1,00             b 

Yr5/6*Avocet Medio W14mal 10 1,00             b 

Yr15/6*Avocet Medio W14mal 12 1,00             b 

INIAP-COJITAMBO 92 Medio W14mal 11 1,00             b 

Yr5/6*Avocet Medio Papa-2 10 1,00             b 
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3.1.2.2 Evaluación de la capacidad androgénica de germoplasma recolectado en 

invernadero 

 

Al realizar el análisis de varianza del germoplasma de trigo recolectado de 

invernadero (Cuadro 3.6) determinó que existe alta significancia estadística para el 

germoplasma y los medios de cultivo utilizados, lo que sugiere que los tratamientos y los 

factores en estudio se comportan de manera diferente entre sí. Sin embargo, la interacción 

de los dos factores resultó no significativa indicando que los factores estudiados actúan 

independientemente. 

 

El promedio general de experimento fue de 0,19 callos/caja y con los datos 

transformados de 1,007 callos/caja, se obtuvo un coeficiente de variación de 2,62%, muy 

bueno para experimentos de laboratorio (Cuadro 3.6). 

 

Cuadro 3.6 Análisis de varianza para el número de callos embriogénicos de germoplasma 

de trigo (Triticum aestivum L.) del INIAP recolectados en invernadero con tres medios de 

cultivo aplicando un diseño factorial 10x3, INIAP, 2011. 

 

Fuente de Variación GL SC CM Valor P 

Tratamientos 29 0,05 0,0016 0,0002**  

Germoplasma 9 0,02 0,0025 0,0003**  

Medio 2 0,01 0,0026 0,0264* 

Germoplasma X Medio  18 0,02 0,0011 0,0516ns 

Error experimental 305 0,21 0,0007  

Total 334 0,26   

�:*  0,19 callos/caja                �	´,,,,: 1,007 callos/caja3 

 CV: 2,62% 

                                                 
3 Promedio general de experimento con datos trasnformados. 
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La prueba de Tukey detectó dos rangos con respecto al germoplasma recolectado 

en invernadero (Cuadro 3.7), se observa que el genotipo Waxwing se ubica en el primer 

rango con un promedio de 1,03 callos/caja. Los genotipos INIAP-QUILINDAÑA 94, 

Yr5/6*Avocet, Yr15/6*Avocet y Yr18/6*Avocet y la población F2 Yr5/6*Avocet// 

Yr15/6*Avocet con un promedio de 1,00 callos/caja se ubican en el segundo rango. 

 

Cuadro 3.7 Prueba de Tukey (5%) para la evaluación de la capacidad androgénica del 

germoplasma de trigo (Triticum aestivum L.) del INIAP recolectados en invernadero, 

INIAP, 2011. 

 

Germoplasma Observaciones 
Promedio 

(callos/caja) 
Grupos 

Waxwing 30 1,03 a 

Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDAÑA 94 36 1,02 a         b 

INIAP-ZHALAO 2003 32 1,01 a         b 

INIAP-VIVAR 2010 34 1,01 a         b 

INIAP-COJITAMBO 92 30 1,01 a         b 

INIAP-QUILINDAÑA 94 35 1,00      b 

Yr15/6*Avocet 31 1,00      b 

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet 38 1,00      b 

Yr18/3*Avocet 36 1,00      b 

Yr5/6*Avocet 33 1,00      b 

 

 

La prueba de Tukey determinó dos grupos estadísticas para la evaluación de tres 

medio de cultivo sobre la capacidad androgénica de germoplasma recolectado en 

invernadero (Cuadro 3.8). En medio sólido W14 lidera el primer grupo con un promedio de 

1,01 callos/caja. El medio W14mal se encuentra en un segundo grupo con un promedio de 

1,00 callos/caja. 
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Cuadro 3.8 Prueba de Tukey (5%) para la evaluación de tres medio de cultivo de 

inducción sobre la capacidad androgénica en el germoplasma de trigo (Triticum aestivum 

L.) del INIAP recolectado en invernadero, INIAP, 2011. 

 

Medio de cultivo Observaciones 
Promedio 

(callos/caja) 
Grupos 

Medio W14 116 1,01 a 

Medio Papa-2 106 1,01 a         b   

Medio W14mal 113 1,00 b 

 

 

En el Cuadro 3.9 se presenta los promedios para la internación del germoplasma y 

los medios de cultivo. El tratamiento que corresponde a las anteras extraídas del genotipo 

Waxwing y esparcidas en el medio de inducción Papa-2 (tratamiento t15) posee un 

promedio mayor de 1,05 callos/caja en comparación al resto del germoplasma. 
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Cuadro 3.9 Promedios para la interacción del germoplasma y los medios de cultivo de inducción en la 

evaluación de la capacidad androgénica del germoplasma de trigo (Triticum aestivum L.) del INIAP 

recolectado en invernadero, INIAP, 2011. 

 

Germoplasma 
Medio de 

Cultivo  
Observaciones 

Promedio 

(callos/caja) 

Waxwing Medio Papa-2 10 1,05 

INIAP-VIVAR 2010 Medio W14 12 1,03 

Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDAÑA 94 Medio W14 11 1,02 

Waxwing Medio W14 10 1,02 

Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDAÑA 94 Medio W14mal 12 1,02 

INIAP-ZHALAO 2003 Medio W14 10 1,02 

INIAP-COJITAMBO 92 Medio W14 10 1,02 

INIAP-QUILINDAÑA 94 Medio W14 13 1,01 

Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDAÑA 94 Medio Papa-2 13 1,01 

INIAP-ZHALAO 2003 Medio Papa-2 11 1,01 

Yr15/6*Avocet Medio W14 10 1,00 

INIAP-ZHALAO 2003 Medio W14mal 11 1,00 

INIAP-VIVAR 2010 Medio W14mal 11 1,00 

Yr15/6*Avocet Medio W14mal 11 1,00 

Yr18/3*Avocet Medio W14 13 1,00 

Yr15/6*Avocet Medio Papa-2 10 1,00 

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet Medio Papa-2 10 1,00 

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet Medio W14mal 12 1,00 

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet Medio W14 16 1,00 

Yr18/3*Avocet Medio Papa-2 11 1,00 

Yr18/3*Avocet Medio W14mal 12 1,00 

INIAP-QUILINDAÑA 94  Medio Papa-2 10 1,00 

INIAP-QUILINDAÑA 94 Medio W14mal 12 1,00 

INIAP-COJITAMBO 92 Medio Papa-2 10 1,00 

INIAP-COJITAMBO 92 Medio W14mal 10 1,00 

INIAP-VIVAR 2010 Medio Papa-2 11 1,00 

Yr5/6*Avocet Medio Papa-2 10 1,00 

Yr5/6*Avocet Medio W14mal 12 1,00 

Yr5/6*Avocet Medio W14 11 1,00 

Waxwing Medio W14mal 10 1,00 

 



 

3.1.2.3  Porcentajes de respuesta androgénica

 

El porcentaje de respuesta androgénica del germoplasma de trigo que creció en 

condiciones de campo y en condiciones de invernadero fue comparado para los tres 

de cultivo utilizados en esta investigación.

 

 En la Figura 3.

inducción W14 tanto del germoplasma de trigo recolectado en condiciones de invernadero 

como en campo. Se observa que el mayor porcentaje de respuesta androgénica obtenida es 

para la línea promisoria Waxwing, la misma que creció bajo condiciones de campo. Caso 

contrario, ocurre con el diferencial 

androgénica (0%) en ninguna de las dos condiciones de crecimiento de las plantas 

donadoras. 

 

Figura 3.5  Porcentaje de respuesta androgénica determinado en el medio de inducción W14 del 

germoplasma de trigo del INIAP recolectado en condiciones de invernadero y campo, 

Al determinar el porcentaje de respuesta androgénica en el m

W14mal (Fig. 3.6), se observa que la mayoría del germoplasma evaluado no responde al 

cultivo in vitro de anteras, pero se obtuvo un 2,22% de respuesta androgénica p

población F2 Yr18/3*Avocet// INIAP
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Porcentajes de respuesta androgénica 

El porcentaje de respuesta androgénica del germoplasma de trigo que creció en 

condiciones de campo y en condiciones de invernadero fue comparado para los tres 

de cultivo utilizados en esta investigación. 

En la Figura 3.5 se presenta el porcentaje de respuesta androgénica en el medio de 

inducción W14 tanto del germoplasma de trigo recolectado en condiciones de invernadero 

e observa que el mayor porcentaje de respuesta androgénica obtenida es 

para la línea promisoria Waxwing, la misma que creció bajo condiciones de campo. Caso 

contrario, ocurre con el diferencial Yr18/*3Avocet del cual no se obtuvo respuesta 

en ninguna de las dos condiciones de crecimiento de las plantas 

Porcentaje de respuesta androgénica determinado en el medio de inducción W14 del 

germoplasma de trigo del INIAP recolectado en condiciones de invernadero y campo, 

 

Al determinar el porcentaje de respuesta androgénica en el m

3.6), se observa que la mayoría del germoplasma evaluado no responde al 
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El porcentaje de respuesta androgénica del germoplasma de trigo que creció en 
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orcentaje de respuesta androgénica en el medio de 

inducción W14 tanto del germoplasma de trigo recolectado en condiciones de invernadero 

e observa que el mayor porcentaje de respuesta androgénica obtenida es 

para la línea promisoria Waxwing, la misma que creció bajo condiciones de campo. Caso 

/*3Avocet del cual no se obtuvo respuesta 

en ninguna de las dos condiciones de crecimiento de las plantas 
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germoplasma de trigo del INIAP recolectado en condiciones de invernadero y campo, INIAP, 2011. 
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de anteras, pero se obtuvo un 2,22% de respuesta androgénica para la 

bajo condiciones de invernadero. 
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Figura 3.6 Porcentaje de respuesta androgénica determinado en el medio de inducción W14mal 

del germoplasma de trigo del INIAP recolectado en condiciones de invernad
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Porcentaje de respuesta androgénica determinado en el medio de inducción W14mal 

del germoplasma de trigo del INIAP recolectado en condiciones de invernad

2011. 

 

En el medio de cultivo Papa-2 el mayor porcentaje de respuesta androgénica 

obtenida es para el cultivar INIAP-ZHALO 2003 (11,67%), cuyas plantas donadoras de 

anteras crecieron bajo condiciones de campo.  Sin embargo, en condiciones de invernadero 

el porcentaje de respuesta androgénica es mínimo de 0,6% (Fig. 3.7).

Es de interés destacar que el genotipo INIAP-COITAMBO 92 que creció en 

condiciones de campo presentó un porcentaje de 7% como respuesta and
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Figura 3.7  Porcentaje de respuesta androgénica de

germoplasma de trigo del INIAP recolectado en condiciones de invernadero y campo, INIAP, 2011.

 

En la Figura 3.8 se presenta en síntesis el porcentaje de respuesta androgénica del 

germoplasma evaluado en esta i

inducción utilizado. Se observa que en condiciones de campo los genotipos INIAP

ZHALAO 2003 e INIAP
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2,33% es el genotipo con mayor capacidad and

 

Sin embargo, la formación de callos fue nula para el genotipo 

para condiciones de campo como para invernadero (

 

Figura 3.8  Porcentaje de respuesta androgénica del germoplasma de trigo del INIAP recolectado 

en condiciones de invernadero y campo, INIAP, 2011.
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Porcentaje de respuesta androgénica determinado en el medio de inducción Papa

germoplasma de trigo del INIAP recolectado en condiciones de invernadero y campo, INIAP, 2011.

En la Figura 3.8 se presenta en síntesis el porcentaje de respuesta androgénica del 

germoplasma evaluado en esta investigación independientemente del medio de cultivo de 

inducción utilizado. Se observa que en condiciones de campo los genotipos INIAP

ZHALAO 2003 e INIAP-COJITAMBO 92 presentan respectivamente un 4,02% y 3,07% 

de respuesta androgénica.  Mientras que en condiciones de invernadero Waxwing con un 

genotipo con mayor capacidad androgénica. 

Sin embargo, la formación de callos fue nula para el genotipo 

para condiciones de campo como para invernadero (Fig. 3.8). 

Porcentaje de respuesta androgénica del germoplasma de trigo del INIAP recolectado 

en condiciones de invernadero y campo, INIAP, 2011.
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De igual manera se realizó una comparación del porcentaje de respuesta 

androgénica en los tres

evaluadas en esta investigación. S

androgénica) en el medio Papa

(Fig. 3.9). 

 

Figura 3.9 Porcentaje de respuesta androgénica en tres medios de cultivo de inducción del 

germoplasma de trigo del INIAP recolectado en condiciones de invernadero y campo, INIAP, 2011.
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De igual manera se realizó una comparación del porcentaje de respuesta 

androgénica en los tres medio de cultivo de inducción bajo las condiciones ambientales 

evaluadas en esta investigación. Se observa la mayor formación de callos (respuesta 

dio Papa-2 para el germoplasma evaluado en condiciones de campo 

Porcentaje de respuesta androgénica en tres medios de cultivo de inducción del 

germoplasma de trigo del INIAP recolectado en condiciones de invernadero y campo, INIAP, 2011.

Finalmente, se relacionó los porcentajes totales de respuesta androgénica del 

germoplasma de invernadero y germoplasma de campo mediante el

terminó un coeficiente de 0,37, es decir una correlación débil, positiva y 

directa entre las variables, lo que sugiere que la capacidad androgénica depende de la

condiciones ambientales en que crecieron las plantas donadoras de espigas.

n de la regeneración de plantas 

La evaluación de la regeneración de plantas a partir de los callos formados se 

realizó mediante observación de la presencia de yemas y raíces en el estereomicroscopio. 

a regeneración de plantas no fue eficiente en el medio de cultivo 

como se observa en la Figura 3.10a, motivo por el cual no se pudo obtener 

ninguna planta regenerada.  
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La Figura 3.10b y 3.10c muestra el caso particular de un callo transferido de la 

población F2 Yr18/3*Avocet// INIAP- QUILINDAÑA 94, en el cual se observó yemas de 

crecimiento verdes a los 20 días de incubación y consecuentemente la aparición de raíces. 

Al transcurrir el tiempo de incubación el callo diferenciado no produjo una planta completa 

y finalmente se necroso. 

 

Figura 3.10  a) Callo transferido al medio de regeneración después de 30 días de incubación, b) 

Callo transferido al medio de regeneración de la población F2 Yr18/3*Avocet// INIAP- 

QUILINDAÑA 94 con  yemas de crecimiento verdes, c) Callo de la población F2 Yr18/3*Avocet// 

INIAP- QUILINDAÑA 94 con presencia de raíces, INIAP, 2011. 

 

Los callos transferidos del cultivar INIAP-ZHALAO 2010 de igual manera se 

diferenciaron en raíces (Figura 3.11), sin embargo no produjeron plantas completas.  

 

 

Figura 3.11  Callo del cultivar INIAP-ZHALAO 2010 con presencia de raíces, INIAP, 2011. 
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3.2 Fase de selección asistida con marcadores moleculares 

 

3.2.1 Extracción y cuantificación de ADN 

 

Mediante el protocolo propuesto por Ferreira et al. (1998) con ciertas 

modificaciones se pudo extraer ADN de aproximadamente 3g de tejido foliar de 150 

muestras de plantas de trigo. 

 

 La cuantificación cualitativa demostró que en promedio se obtuvo una 

concentración de 116,14ng/µL de ADN extraído. En la Figura 3.12 se presenta un gel de 

agarosa al 1%, en el cual se realizó la cuantificación cualitativa. El ADN obtenido se 

observa que es de buena calidad y sin degradación,  sin embargo en algunas muestras existe 

presencia de ARN, que no fue necesario eliminar con ARNsa ya que no interfirió en la 

PCR. 

 

 

Figura 3.12 Cuantificación de muestras de ADN genómico en un gel de agarosa al 1% (M: Low 

DNA Mass Ladder Invitrogen®), INIAP, 2011. 

 

3.2.2 Validación de muestras de ADN 

 

La validación de las muestras de ADN se realizó mediante amplificación del 

marcador molecular STS ligado al gen Yr5 con la finalidad de verificar que el ADN 

extraído no se encuentra degradado y que la presencia de ARN no interfiere la 

amplificación. 
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En la Figura 3.13 se observan bandas de amplificación con el marcador STS-

7/STS-8 ligado al gen Yr5 en un peso entre 400 y 500 pb, por lo tanto las condiciones de 

PCR fueron óptimas para la amplificación con este marcador.  

 

En las muestras que no se observó amplificación se repitió la extracción de ADN, 

y finalmente se realizó la amplificación de toda la población de análisis. 

 

 

Figura 3.13 Productos de amplificación del marcador STS-7/STS-8 ligado al gen Yr5 en un gel de 

agarosa al 2% (M: Marcador de peso molecular 100 pb, otros carriles: diferentes muestras 

amplificadas), INIAP, 2011. 

 

 

3.2.3 Selección de individuos portadores del gen Yr15 

 

3.2.3.1 Pruebas de amplificación del marcador microsatélite mediante la técnica M13-

tailing  

 

La reacción PCR-M13 tailing se estandarizó mediante el marcador microsatélite 

Xbarc8 con 7 muestras y dos marcajes diferentes de 700 y 800 nm. Las pruebas se 

realizaron con dos protocolos: el propuesto por Morillo y Miño (2002), y el propuesto por 

Vinueza, (2011) con algunas modificaciones. 

 

Los resultados demostraron que el protocolo de amplificación fue más eficiente 

siguiendo lo propuesto por Vinueza, (2011), se pudieron observar los alelos en los pesos 
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esperados (237 pb y 274 pb) con las dos longitudes de onda, sin embargo se escogió a 700 

nm por la facilidades de genotipaje (Figura 3.14). 

 

 

Figura 3.14 Visualización de 8 muestras de ADN a 700nm en un gel de acrilamida para el 

microsatélite Xbarc8. (Carril 22: Moroco, Carril 24 y 26: Control positivo: Yr15/6*Avocet, Carril 

28: Individuo #15, Carril 30: Individuo #43, Carril 31: Individuo #59, Carril 33: Individuo #113, 

Carril 35: Control negativo), INIAP, 2011. 

 

 

3.2.3.2 Genotipaje del locus Xbarc8 mediante la metodología M13 tailing de la 

población en estudio 

 

Una vez establecidas las condiciones de amplificación se realizó el genotipaje de 

un total de 147 individuos de la filial F2 Yr5/6*Avocet//Yr15/6*Avocet mediante el 

marcador microsatélite Xbarc8 ligado al gen Yr15 (Figura 3.15). Este marcador permitió 

seleccionar los individuos portadores del gen de los no portadores y adicionalmente 

diferenciar los individuos homocigotos de los individuos heterocigotos. 
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Figura 3.15 Visualización del producto de amplificación de 80 muestras en un gel de acrilamida 

obtenido en el software SAGAGT Microsatellite versión 3.3 para el microsatélite Xbarc8, INIAP, 

2011. 

 

El peso determinado para el control positivo el diferencial Yr15/6*Avocet se 

encontró entre 236 y 239 pb (individuo homocigoto). Para los individuos heterocigotos 

portadores del gen se determinaron dos alelos uno en 236 y 239 pb y el otro alelo entre 273 

y 277 pb, como muestra la Figura 3.16.  

 

Adicionalmente, se observó dos alelos para el genotipo susceptible Moroco 

(control negativo del gen). Un alelo en un peso entre 266 y 270 pb y el otro alelo entre 273 

y 274 pb. 

 

Figura 3.16 Visualización del producto de amplificación de las muestras portadoras del gen Yr15 

homocigotas y heterocigotas en un gel de acrilamida obtenido en el software SAGAGT 

Microsatellite versión 3.3 para el microsatélite Xbarc8, INIAP, 2011. 
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De la población estudiada se selección 81 individuos portadores del gen Yr15, que 

representa el 55%, de los cuales 37 individuos fueron homocigotos, que constituyen el 46% 

de los individuos portadores del gen y el 25,17% de la población total analizada. En la 

Figura 3.17  se muestra estos resultados. 

 

 

Figura 3.17 a) Porcentaje de individuos portadores y no portadores del gen Yr15 en la población 

estudiada, b) Porcentaje de individuos homocigotos y heterocigotos para el locus Xbarc8, INIAP, 

2011. 

 

 

3.2.4 Selección de individuos portadores del gen Yr5 

 

3.2.4.1 Amplificación de ADN mediante el marcador molecular STS-7/STS-8 

 

La separación del producto de amplificación se realizó solamente de las muestras 

seleccionadas como portadoras del gen Yr15, por lo tanto, un total 81 muestras de la filial 

F2 Yr5/6*Avocet//Yr15/6*Avocet. 

 

Mediante el programa Photo-CaptMw (versión 10.0) se determinó un peso entre 

477 y 479 pb para el control positivo el diferencial Yr5/6*Avocet. De la misma manera se 

determinó el peso para cada muestra (Figura 3.18) y se realizó la selección de individuos 

portadores del gen Yr5. 

 



 

Figura 3.18 Determinación del peso molecular del producto de amplificación del marcador STS

7/STS-8 ligado al gen Yr

El genotipo susceptible Moroco (control negativo del gen) presentó un peso del 

producto de amplificación entre 487 y 488

 

A partir de la población estudiada se seleccionó 23 individuos portadores del gen 

Yr5 que representan el 28,4%, sin embargo es importante resa

obtuvo de individuos previamente seleccionados como portadores del gen 

población total muestreada

 

 

3.2.5 Selección de individuos portadores de los genes 

con los dos genes pirami

  

Finalmente, se pudo seleccionar los individuos que 

de resistencia a roya amarilla piramidados en su genoma a partir de la filial F

Yr5/6*Avocet//Yr15/6*Avocet.

 

Por lo tanto, de la población inicial muestreada se 

(Cuadro 3.10), que representan un porcentaje de 15,65%.
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Determinación del peso molecular del producto de amplificación del marcador STS

Yr5 en un gel de poliacrilamida mediante el programa Photo

INIAP, 2011. 

 

susceptible Moroco (control negativo del gen) presentó un peso del 

producto de amplificación entre 487 y 488 pb. 

A partir de la población estudiada se seleccionó 23 individuos portadores del gen 

5 que representan el 28,4%, sin embargo es importante resaltar que este porcentaje se 

obtuvo de individuos previamente seleccionados como portadores del gen 

otal muestreada. 

Selección de individuos portadores de los genes Yr5 y Yr15

con los dos genes piramidados 

Finalmente, se pudo seleccionar los individuos que presenten los genes 

de resistencia a roya amarilla piramidados en su genoma a partir de la filial F

/6*Avocet. 

r lo tanto, de la población inicial muestreada se seleccionaron 23 individuos 

que representan un porcentaje de 15,65%. 

  

 

Determinación del peso molecular del producto de amplificación del marcador STS-

en un gel de poliacrilamida mediante el programa Photo-CaptMw, 

susceptible Moroco (control negativo del gen) presentó un peso del 

A partir de la población estudiada se seleccionó 23 individuos portadores del gen 

ltar que este porcentaje se 

obtuvo de individuos previamente seleccionados como portadores del gen Yr15 y no de la 

15 (selección individuos 

presenten los genes Yr5 y Yr15 

de resistencia a roya amarilla piramidados en su genoma a partir de la filial F2 

seleccionaron 23 individuos 
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Cuadro 3.10 Individuos seleccionados portadores de los genes Yr5 y Yr15, genes de 

resistencia a roya amarilla. a) Muestra los individuos heterocigotos para el gen Yr15,        

b) Muestra los individuos homocigotos para el gen Yr15, INIAP, 2011. 

 

 

3.3 Determinación y comparación de costos de las dos técnicas biotecnológicas 

evaluadas y los programas de mejoramiento convencional 

 

Para incorporar técnicas biotecnológicas a los programas de fitomejoramiento es 

importante conocer las implicaciones económicas que estos procesos tienen en una rutina 

de selección y producción de nuevos cultivares. 

 

 Con este fin, se realizó una estimación de los costos de las dos metodologías  

planteadas en esta investigación, las mismas que fueron comparadas con los costos 

estimados de un programa de mejoramiento convencional.  

 

En el Cuadro 3.11 se presenta la estimación de los costos de 65 cruzamientos 

iniciales en invernadero desarrollados en el programa de fitomejormaiento del Programa de 

a) GEN Yr15 GEN Yr5 b) GEN Yr15 GEN Yr5 

# 
MUESTRA 

ALELO 1 ALELO 2 ALELO 1  # 
MUESTRA 

ALELO 1  ALELO 2 ALELO 1 

(pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) 

4 236 273 478 12 237 237 479 

5 236 273 478 26 236 236 477 

6 236 273 476 30 236 236 479 

16 236 274 479 74 236 236 479 

17 236 274 477 88 239 239 476 

27 236 277 476 92 239 239 476 

29 236 274 477 99 238 238 479 

59 236 273 476 114 238 238 479 

76 236 273 478 130 237 237 479 

100 238 275 478 136 237 237 477 

138 236 236 478 

141 237 237 478 

144 237 237 479 
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Cereales del INIAP para la obtención de las poblaciones segregantes filial F1 para el año 

2011. 

 

Cuadro 3.11 Estimación de los costos para el desarrollo de 65 cruzamientos iniciales en un 

programa de fitomejoramiento, INIAP, 2011. 

 

PROCESOS E INSUMOS UNIDAD 
PRECIO 

 UNITARIO  CANTIDAD  TOTAL 

SIEMBRA  
Sustrato  saco 50 kl 4,50 10 45 
Semilla  Kg 0,70 2 1,4 
Desinfectante de semilla  Kg 0,40 1 0,4 
Macetas unidad 0,50 130 65 
Proceso de siembra jornal 10,00 3 30 
MANTENIMIENTO  
Sulpomag Kg 0,70 1 0,7 
Urea Kg 0,52 1 0,52 
Mascarillas unidad 0,25 10 2,5 
Gafas protectoras unidad 3,50 3 10,5 
Riego, fertilizaciones y control de 
 plagas y enfermedades jornal 10,00 48 480 
CRUZAMIENTOS  
Tijeras unidad 1,00 3 3 
Pinzas unidad 2,00 3 6 
Emasculación y polinización jornal 10,00 21 210 
COSECHA Y TRILLA  
Sobres unidad 0,20 100 20 
Cosecha   jornal 10,00 2 20 
Trilla jornal 10,00 2 20 
ASISTENCIA TÉCNICA  
Personal técnico mes 800,0 5 4000 

TOTAL 4.915,02 
 

A partir de los cruzamientos iniciales en el programa de mejoramiento 

convencional y con una presión de selección por año corresponde del 10% a se realizó la 

estimación de costos para el proceso de autofecundación (Fn), el mismo que se presenta en 

el Cuadro 3.12, donde n corresponde al número de autofecundaciones, en general para 

producción de un nuevo cultivar es de la F3 a la F8. 
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Cuadro 3.12 Estimación de los costos para el proceso de autofecundación (F3-F8) en un 

programa de mejoramiento convencional, INIAP, 2011. 

 

PROCESOS E INSUMOS UNIDAD 
PRECIO 

 UNITARIO  CANTIDAD  TOTAL 

SIEMBRA  
Sustrato  saco 50 kl 4,50 4 18 
Semilla  Kg 0,70 0,5 0,35 
Desinfectante de semilla  Kg 0,40 1 0,4 
Macetas unidad 0,50 20 10 
Proceso de siembra jornal 10,00 3 30 
MANTENIMIENTO  
Sulpomag Kg 0,70 1 0,7 
Urea Kg 0,52 1 0,52 
Mascarillas unidad 0,25 5 1,25 
Gafas protectoras unidad 3,50 3 10,5 
Riego, fertilizaciones y control de 
 plagas y enfermedades jornal 10,00 30 300 
COSECHA Y TRILLA  
Sobres unidad 0,20 40 8 
Cosecha   jornal 10,00 1 10 
Trilla jornal 10,00 2 20 
ASISTENCIA TÉCNICA  
Personal técnico mes 8900,0 10 9000 

TOTAL 9.409,72 

 

 

La estimación de costos de de la producción de plantas doble haploides mediante 

cultivo in vitro de anteras se presentan en el Cuadro 3.13. Los costos se realizaron a partir 

del tratamiento con mayor eficiencia androgénica y mayor porcentaje de regeneración de 

plantas verdes obtenido según el Cuadro 3.5 y la Figura 3.6, en el cual, el genotipo INIAP-

ZHALAO 2003 recolectado bajo condiciones de campo presentó el mayor porcentaje de 

respuesta androgénica del 11,67%, con una producción final de 35 callos por 300 anteras 

sembradas en el medio de inducción Papa-2.  

 

La regeneración de plantas en esta investigación no fue efectiva, pero para los 

fines consiguientes se trabajó con el porcentaje reportado por Maluszynski et al., 2003 que 
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establece que en el medio de cultivo de regeneración 190-2 se determinó porcentajes de 

regeneración entre 1,8% y 43,8% con un promedio de 11,4%. 

 

Por lo tanto, bajo el porcentaje promedio de regeneración de plantas, para la 

obtención de 100 plantas doble haploides del genotipo con mayor respuesta androgénica es 

necesaria la obtención de 875 callos embriogénicos. Es decir, la introducción de un mínimo 

de 7500 anteras en el medio de cultivo de inducción. Si el porcentaje de regeneración se 

reduce el número de anteras introducidas incrementa a por lo menos 30.000 anteras. 

 

Estos datos influyen directamente en la cantidad de recursos que se necesitan para 

seleccionar la producción de doble haploides como un herramienta en los programas de 

fitomejoramiento y con las consideraciones anteriormente expuestas, se determinó que el 

costo estimado para la producción de 100 plantas doble haploides mediante cultivo in vitro 

de anteras es 11.555,06 dólares (Cuadro 3.13). 

 

Cuadro 3.13 Estimación de los costos para el desarrollo de 100 plantas doble haploides 

mediante cultivo in vitro de anteras, INIAP, 2011. 

 

PROCESO DETALLE  COSTO 

Costo de siembra material vegetal Anexo F 97,95 

Costos de insumos directos Anexo G 955,86 

Costos de depreciación para materiales de laboratorio Anexo H 349,67 

Costos de depreciación para equipos de laboratorio Anexo I 551,58 

Análisis y manejo técnico  12 meses 9.600,00 

TOTAL  11.555,06 

 

 

En esta investigación se determinó que para la utilización de selección asistida por 

marcadores moleculares para un total de 100 individuos y para los dos genes de resistencia 

a roya amarilla el costo estimado es de 10.886,95 dólares, presentado en detalle en el 
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Cuadro 3.14 según los costos por proceso para dos genes y con dos marcadores 

moleculares. 

 

Cuadro 3.14 Estimación de los costos para la selección de genotipos de interés mediante 

selección asistida por marcadores moleculares de 100 plantas, INIAP, 2011. 

 

 

 

Utilizando los costos obtenidos en las tres metodologías se realizó una 

comparación económica de un programa de mejoramiento convencional mediante 

autofecundaciones y un programa de fitomejoramiento que incluye estos dos métodos 

biotecnológicos, estos valores se muestran en el Cuadro 3.15. Se observa que el programa 

de mejoramiento convencional requiere de un aporte económico superior comparado con 

programas de fitomejoramiento que incluyen cultivo in vitro de tejidos y selección asistida 

por marcadores moleculares.  

 

La comparación de las dos métodos biotecnológicos demuestran que los gastos son 

similares para un determinado número de individuos, por lo tanto su utilización dependen 

del objetivo final planteado en el programa de mejoramiento (Cuadro 3.15). 

PROCESO DETALLE 
COSTO 

UNITARIO 
CANTIDAD 

COSTO 

TOTAL 

Siembra material vegetal -------------- 97,95 1 97,95 

Extracción de ADN 1-18 muestras 15,00 6 90,00 

Cuantificación de ADN 1-20 muestras 15,00 5 75,00 

Genotipaje SSR-M13tailing (1 locus) 1 placa (96 muestras) 191,00 2 382,00 

Corrida LI-COR 4300S 1 placa (96 muestras) 56,00 2 112,00 

Genotipaje STS (120RX) 1 placa (96 muestras) 191,00 2 382,00 

Visualización en agarosa 1-56 muestras 34,00 2 68,00 

Visualización en acrilamida 1-56 muestras 40,00 2 80,00 

Análisis y manejo técnico mes 800,0 12 9.600,00 

TOTAL     10.886,95 



96 

 

Cuadro 3.15 Comparación económica de los programas de fitomejoramiento que incluyen 

la producción de doble haploides o la utilización de MAS con el método convencional de 

mejoramiento, INIAP, 2011. 

 

PROCESO 
Método 

convencional 

Producción 

de DH 

Utilización de 

MAS 

Cruzamiento inicial (F1) 4.915,02 4.915,02 4.915,02 

Autofecundación (F2) 9.409,72 9.409,72 9.409,72 

Autofecundación (F3-F8)
1 56.458,32 ------- ------ 

Producción de Doble Haploides (F2) ------ 11.555,06 ------ 

Selección de caracteres cualitativos (F2) ------- ------ 10.886,95 

Evaluaciones locales de rendimiento2 9.739,90 9.739,90 9.739,90 

Evaluaciones regionales de rendimiento3 6.919,60 6.919,60 6.919,60 

Incremento de semilla4 1.281,20 1.281,20 1.281,20 

TOTAL  88.723,76 43.820,50 43.152,39 
1 Dato obtenido mediante la estimación de los costos obtenidos según el Cuadro 3.12 por el número de autofecundaciones. 
2 Detalle de costos estimados en el Anexo J. 
3 Valor obtenido para cuatro localidades, el detalle de los costos estimados por localidad se encuentran en el Anexo K. 
4 Valores obtenidos para la producción de una hectárea de semilla de trigo según la Guía del Cultivo de Trigo, INIAP 

2011. 

 

La reducción o incremento de costos está directamente relacionada con el tiempo y 

recursos que demandan la ejecución de todo el programa de fitomejoramiento, por lo que 

en esta investigación se comparó los años que demanda estos tres programas de 

fitomejoramiento en obtener un nuevo cultivar.  

 

El Cuadro 3.16 demuestra que los programas de mejoramiento convencional 

necesitan mayor tiempo de ejecución (13 años) comparados con programas que incluyen 

metodologías biotecnológicas, reduciendo los años de fitomejoramiento a la mitad. 

 

Sin embargo, la producción de doble haploides resulta ser más eficiente, ya que no 

depende de los caracteres que necesitan ser fijados. 
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Cuadro 3.16 Comparación del tiempo estimado para la obtención de un nuevo cultivar o 

un cultivar mejorado mediante mejoramiento convencional y otros métodos de 

mejoramiento que incluyen la producción de doble haploides o la selección asistida por 

marcadores moleculares, INIAP, 2011. 

 

 MÉTODOS DE FITOMEJORAMIENTO 

AÑOS Método convencional Producción de DH1 Utilización de MAS1 

1 Cruzamiento inicial (F1) 

2 

Autofecundación  

( F2-F8) 

Producción de Doble 

Haploides (F2) 
Selección de caracteres 

cuantitativos (F2) 
3 Evaluaciones locales 

de rendimiento 4 Selección de caracteres de 

herencia cuantitativa, 

QTLs. 

5 Evaluaciones 

regionales de 

rendimiento 6 
Evaluaciones locales de 

rendimiento 
7 Incremento de 

semilla 

8  Evaluaciones regionales de 

rendimiento 9 Evaluaciones locales 

de rendimiento 

 

10  Incremento de semilla 

11 Evaluaciones 

regionales de 

rendimiento 

  

12   

13 Incremento de semilla   

TOTAL  13 años 7 años 8-10 años2 
1Métodos biotecnológicos de fitomejoramiento incluidos en los métodos de selección por Pedigree o por Retrocruzas. 
2 Depende del tipo de caracteres en el que se enfoque el mejoramiento, si son de tipo cualitativos se reduce el tiempo a 8 

años, Si la selección es por caracteres de herencia cuantitativa (QTLs) como caracteres de productividad y calidad se 

incrementa a 10 años. 
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CAPÍTULO 4  

 

DISCUCIÓN 

 

4.1 Relación entre el estado fenológico de la planta y el estado del desarrollo de las 

microsporas 

  

 Desarrollar una relación entre el estado fenológico de la planta y el desarrollo de 

las microsporas permite la optimización del proceso de recolección de la espigas previo al 

inicio del cultivo in vitro de anteras.  

 

Saidi et al. (1997) citado por Ramírez et al. (2007) menciona que para relacionar 

el estado ideal de la microspora y el estado vegetativo de la planta es importante cortar la 

espiga donadora cuando esta ocupa aproximadamente dos tercios del espacio longitudinal 

de la hoja bandera. 

 

Un buen indicativo para la recolección de espigas en trigo donde se encuentra un 

adecuado estado de desarrollo de las microsporas (uninucleado medio a tardío) es antes de 

que estas emerjan y sus aristas sean visibles (Hewstone, et al. 1990).  

 

En la presente investigación se pudo determinar que existe una relación entre el 

estado uninucleado de la microspora con el engrosamiento de la vaina de la planta por la 

presencia de la espiga sin visibilidad de las aristas, tanto en el germoplasma de campo 

como en el de invernadero. Liu et al. (2002) confirma esta relación en su trabajo donde 

observa la misma tendencia en estados de desarrollo en el que aun no se observaban las 

aristas. 

 

Por lo tanto, aunque las espigas fueron recolectadas en el mismo estado de 

desarrollo morfológico según la escala de Zadoks,  la distancia ideal de corte difiere entre 

cultivares y su procedencia de campo o de invernadero, lo que concuerda con lo planteado 
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por Polci et al., (2010) y lo descrito por Parra, (2010), quien afirma que en cebada cada 

cultivar evaluado tenía “una distancia específica de corte”. 

 

Las diferencias en la distancia de corte encontradas entre el germoplasma que 

creció en condiciones de invernadero con el que creció en campo pueden ser justificadas 

mediante aspectos agronómicos ya que las plantas de invernadero, y consecuentemente las 

espigas recolectadas fueron de menor tamaño a las de campo, posiblemente por motivos de 

fertilización del sustrato, aunque Henry y Buyser, (1990) mencionan que es muy frecuente 

que las plantas cultivadas en invernadero presenten pocos macollos y espigas más pequeñas 

a comparación del material vegetal de campo, posiblemente por motivos de adaptabilidad 

del germoplasma. 

 

 

4.2 Factores que influyen en la capacidad androgénica y la formación y maduración 

de callos en el cultivo in vitro de anteras 

 

La capacidad androgénica en cultivo in vitro de anteras en cereales depende de 

varios factores como: el estado de desarrollo de las microsporas al momento de extraer las 

anteras, las condiciones ambientales de crecimiento de las plantas donantes de anteras, la 

variabilidad del genotipo, la composición del medio de cultivo, entre otros (Roca et al., 

1993, Camarena et al., 2008). Estos factores determinan el éxito del cultivo mediante la 

formación y desarrollo de callos a partir de las microsporas contenidas en las anteras. 

  

 

4.2.1 Efecto del estado de desarrollo de las microsporas 

 

Existe una dependencia total entre el estado de desarrollo ideal de la microsporas 

para el comienzo del cultivo in vitro de anteras y la respuesta androgénica en todos los 

cereales.   
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En esta investigación se estableció que porcentajes entre el 67 y 72,5% de 

microsporas en estado uninucleado medio a tardío en germoplasma de trigo (Ver 

Resultados,  Cuadro 3.1) permiten la producción de callos. Sin embargo, Parra (2010) en su 

estudio realizado en cebada, menciona que existe un incremento de la respuesta 

androgénica al trabajar con anteras donde el 90% de las microsporas se encuentran en el 

estado de desarrollo adecuado, no obstante, comenta que existieron grandes diferencias 

entre los genotipos que utilizó. Ding-Ganga y Jun-Wena, (1984) y Henry y Buyser, (1990) 

corroboran que la máxima frecuencia de producción de callos en trigo se produce cuando 

las microsporas están en el estado uninucleado medio a tardío, sin embargo mencionan 

también que el rango varía para cada genotipo.   

 

El porcentaje relativamente bajo de microsporas en estado uninucleado medio a 

tardío obtenido en esta investigación en relación al 90% de microsporas registrado por 

Parra et al. (2010) es un posible motivo por el cual disminuyó la producción de callos en el 

germoplasma evaluado. El éxito del cultivo de anteras depende en gran medida de iniciar el 

cultivo en el estado óptimo de desarrollo de las microsporas, porque iniciar el cultivo en 

etapas anteriores o posteriores a la ideal determina una reducción en la producción de callos 

(CIAT, 1989). 

 

 

4.2.2 Influencia de las condiciones ambientales de la planta donadora de anteras 

 

El desarrollo de las plantas donadoras de anteras, especialmente el efecto del 

ambiente sobre la respuesta androgénica es un punto discutido en el estudio de Ramírez et 

al. (2007), en el cual se determinó que la respuesta global al cultivo in vitro de anteras de 

trigo es mayor al utilizar plantas donadoras que crecieron a cielo abierto a temperaturas 

entre 5 a 25 °C. 

 

 Resultados similares se encuentra en lo reportado por Lu, Sharma y Ohm, (1991), 

los cuales evaluaron 22 genotipos de trigo y encontraron mejores resultados de producción 

de callos con plantas donadoras que crecieron en campo en una estación del año con 
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humedad adecuada. Adicionalmente, Lentini y sus colaboradores (1997),  mencionan que 

los mejores resultados en el cultivo in vitro de anteras se observa con plantas desarrolladas 

en campo con altos niveles de radiación solar con nubosidad y lluvia.  

 

En el presente trabajo investigativo se demuestra de igual manera que el porcentaje 

de respuesta androgénica es mayor con el germoplasma que creció bajo condiciones de 

campo, sin embargo, se observó que en ciertos genotipos la producción de callos se 

presentó únicamente cuando crecieron en condiciones de invernadero.    

 

Orshinsky y Sadasivaiah (1997), reportan que la producción de embriones y brotes 

verdes se incrementa al utilizar plantas donadoras que crecieron en altas temperaturas entre 

18 y 25°C y que adicionalmente disminuye la frecuencia de plantas albinas. Temperaturas 

de 19°C en la noche y 29°C en el día fueron sugeridas como óptimas para el desarrollo de 

las plantas según Ying, 1986 citado por Lentini et al. (1997). En esta investigación la 

temperatura reportada  para el ciclo de siembra de las plantas donadoras de campo en 

promedio fue de 12,38°C, menor que la temperatura mencionada, lo que posiblemente 

influyó en la baja producción de callos obtenidos en este estudio. 

 

Es importante mencionar que Yildirim y sus colaboradores (2008) sugieren que 

existe una relación entre algunos rasgos morfológicos de plantas de trigo que crecieron en 

condiciones de campo sobre la capacidad en el cultivo in vitro de anteras, por ejemplo 

encontraron que existe una correlación significativa entre el número de espiguillas y la 

longitud de la espiga con el número de callos producidos y la regeneración de plantas, 

pudiendo ser usados estos rasgos como marcadores morfológicos en el éxito del cultivo de 

anteras. 

 

 

4.2.3 Influencia del genotipo en el cultivo in vitro de anteras 

 

 A pesar del continuo desarrollo de nuevas metodologías y protocolos para la 

producción de doble haploides en trigo y los demás cereales, es de conocimiento científico 
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que el mayor obstáculo es la influencia que tiene el genotipo sobre la producción de callos 

y la regeneración de plantas, como demuestran  los estudios reportados por Moraes y 

Picard, (1983); Lu et al., (1991); Hewstone y Muñoz (1992); Otani y Shimada, 1995), 

Ramírez et al. (2007); Khiabani et al.,  2008). 

 

Sin embargo, estos autores concuerdan también en que un genotipo clasificado 

como recalcitrante bajo un tratamiento específico podría actuar eficazmente bajo otro 

tratamiento en el cual se considere todos los factores que influyen en el cultivo in vitro de 

anteras, por la supuesta interacción que podría existir entre el genotipo con el tratamiento 

en general. 

 

Los resultados del presente estudio ratifican la posible dependencia de la técnica 

de cultivo in vitro de anteras con el genotipo, bajo las condiciones y metodología aplicada. 

A pesar que no se estableció estadísticamente un genotipo altamente androgénico, el 

porcentaje de respuesta androgénica demuestra que INIAP-ZHALAO 2003 y Waxwing 

presentaron mayor producción de callos que los otros genotipos evaluados en condiciones 

de campo e invernadero respectivamente, y sugiere que los genotipos Yr5/6*Avocet, 

Yr15/6*Avocet y Yr18/6*Avocet podrían ser recalcitrantes.  

 

Roca et al., 1993; Lentini et al, 2001; Polci et al., 2005 y Camarena et al., 2008 

afirman que la capacidad androgénica es un carácter heredable, y esto es demostrado en el 

estudio de Ramírez et al. (2007), en el cual se obtuvo una respuesta positiva al cultivo in 

vitro de anteras en la progenie obtenida mediante el cruzamiento de progenitores que no 

responden al cultivo in vitro con progenitores altamente androgénicos.  

 

Con este antecedente, en esta investigación se incluyó en el germoplasma evaluado 

a los progenitores de dos las filiales F2: Yr5/6*Avocet//Yr15/6*Avocet y 

Yr18/3*Avocet//INIAP-QUILINDAÑA 94. La evaluación general del porcentaje de 

respuesta andrógenica en condiciones de campo e invernadero demuestra que los 

progenitores Yr5/6*Avocet, Yr15/6*Avocet, Yr18/3*Avocet y INIAP-QUILINDAÑA 94 
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son genotipos que no responde adecuadamente al cultivo in vitro de anteras (Ver 

Resultados, Fig. 3.7).  

 

De igual manera, la filial F2 presentó bajo porcentaje de respuesta androgénica, sin 

embargo, especialmente en la población  Yr18/3*Avocet//INIAP-QUILINDAÑA 94 obtuvo  

un porcentaje superior al de sus progenitores. Este hecho podría ser explicado 

genéticamente ya que las poblaciones segregantes  pueden permitir la expresión de genes 

que controla la capacidad androgénica debido a su recombinación genética a diferencia de 

la expresión genética de los genotipos estables como son los progenitores.  

 

Khiabani et al., (2008) describe en su investigación con genotipos de trigo iraníes 

que en general las líneas segregantes F3 mostraron mayor respuesta al cultivo in vitro de 

anteras que los cultivares evaluados, y explica que este hecho podría ser atribuido al efecto 

de la heterosis o vigor híbrido de lo segregantes, efecto por el cual los híbridos son 

“superiores” en algunas características a sus progenitores.  

 

 

4.2.4 Influencia de los medios de cultivo en el cultivo in vitro de anteras  

 

De manera rutinaria, se han ensayado la utilización de varios medios de cultivo de 

inducción para el desarrollo de callos con anteras de trigo, los mismos que difieren en los 

componentes minerales, vitaminas, carbohidratos o agentes gelificantes adicionados al 

medio. Hewstone y Muñoz (1992) comentan que los medios N6, Papa-2 y últimamente el 

medio Papa-4 son medios de inducción usados exitosamente para producción de callos en 

trigo. 

 

En este ensayo se evaluó los medios W14 y Papa-2, enriquecidos con sacarosa 

como fuente de carbohidratos, y un tercer medio W14mal suplementado con maltosa, como 

se observa en la composición detallada en los Anexos B, C y D. 
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Los medios W14 y W14mal son medios de cultivo de inducción sintéticos de 

composición nutricional bastante similar, difieren en la adicción de agar (medio W14) y el 

azúcar añadido al medio. Estos dos medios se diferencian con el medio Papa-2 por la 

adicción de extracto de papa como suplemento de la mayoría de micronutrientes.  

 

Los resultados globales de esta investigación demuestran que la utilización de 

sacarosa en el medio facilita la respuesta androgénica de los genotipos de trigo evaluados, a 

diferencia de la maltosa (medio W14mal) que disminuyó notablemente el porcentaje de 

respuesta androgénica (Ver Resultado, Fig. 3.5).  Sin embargo no fue un factor evaluado 

estadísticamente. 

 

Trottier et al. (1993) citado por Egaña (1995) afirman que el efecto del uso de la 

maltosa varía con los genotipos de trigo utilizados y por la presencia de aminoácidos en el 

medio de cultivo, pudiendo inhibir la androgénesis y la regeneración de plantas en algunos 

genotipos, o estimular la respuesta androgénica en genotipos que actúan como 

recalcitrantes. De similar manera, Karsai et al. (1994) citado por George et al. (2008) 

afirman que la maltosa incrementa la inducción de callos y regeneración de plantas durante 

la androgénesis en trigo y en triticale.  

 

En la Figura 3.8 se muestra que de manera general el mayor porcentaje de 

respuesta androgénica se obtuvo con el medio líquido Papa-2. En ensayos establecidos en 

otras especies como tabaco, arroz y cebada obtienen mejores resultados en la frecuencia de 

inducción de callos al utilizar medios líquidos para cultivo in vitro de anteras, además 

demuestran que la utilización de agar puede influir en la diferenciación celular de los callos 

(Han, 1985). De la misma manera existe recomendaciones para sustituir el agar del cultivo 

in vitro por, por otros polímeros como la agarosa, el gelrite, el almidón y el ficoll (Egaña, 

1997).  

 

La inducción de callos en gramíneas en general es un proceso dificil, sin embargo 

a sido conseguido con la adicción de altas concentraciones de auxinas al medio (Lentini et 

al., 2008), entre 2 a 10 mg.L-1 de 2-4 dicloro fenoxiacético (2,4-D). Para Camarena et al., 
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2008, la utilización de concentraciones de 1,5 a 2 mg.L-1 de 2,4-D junto con bajas 

concentraciones de citoquininas son indispensable para el cultivo in vitro de anteras de 

trigo.  

 

En los medios de cultivo evaluados en esta investigación se adicionó la misma 

concentración de kinetina (0,5 mg.L-1), mientras que la concentración de auxina varió. Para 

los medios W14 y W14mal fue de 2 mg.L-1 de 2,4-D y en el medio Papa-2 disminuyó a 1,5 

mg.L-1 de 2,4-D. 

 

Los resultados de este estudio en general demuestran que el mayor porcentaje de 

respuesta androgénica se encontró al utilizar el medio de cultivo Papa-2, cuya relación 

auxinas-citoquininas son diferentes a los otros dos medios evaluados. El aumento de 

respuesta andrógenica observado en el medio Papa-2 podría ser atribuido a la composición 

del extracto de papa adicionado al medio, en el cual se conoce que existen sustancias que 

actúan de manera similar a las citoquininas, sin embargo aún no se conoce la composición 

exacta del extracto (CIAT, 1989). 

 

En cebada se conoce que el metabolismo hormonal, especialmente los niveles 

variables de citoquininas endógenas podrían ser una de las causa por las que se obtiene 

diferentes respuestas al cultivo in vitro en diferentes genotipos (Norstog, 1970 citado por 

Egaña, 1995). De la misma manera, en trigo, el estrés producido en las plantas donadoras 

de espigas podría alternar los niveles de hormonas endógenas y así alterar las 

concentraciones de hormonas del medio de cultivo (CIAT, 1989, Cistué y Kasha, 2006). 

 

Zheng, M. Y. y Konzak, C. F.  (1999) evaluaron concentración de 0.5, 1, 2 y 4 

mg.L-1 de 2,4-D suplementadas al medio de cultivo. Con lo cual determinaron que la mayor 

producción de callos y frecuencia de regeneración de plantas fue al utilizar 1 mg.L-1 de la 

hormona. Sin embargo, la utilización de 2 y 4 mg.L-1 por menos tiempo, de10 y 15 días de 

duración,  fue suficiente para la inducir la formación de callos. 
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En esta investigación, en general se obtuvo mayor porcentaje de respuesta 

androgénica al utilizar el medio de inducción de Papa-2 (Ver en resultados, Figura 3.8), 

para germoplasma de campo, pero estadísticamente no se observó diferencias en la 

utilización del medio sólido (medio W14) y del medio líquido (Papa-2) para la inducción 

de callos, no obstante el medio W14mal no fue efectivo bajo las condiciones planteadas en 

este estudio.  Es importante resaltar que según las Figuras 3.4 y 3.6 del Capítulo Resultados 

se demuestra que algunos genotipos considerados como recalcitrantes en el medio Papa-2 

tienen respuestas androgénica en el medio de cultivo W14. 

 

En condiciones de invernadero, los resultados sugieren que para la producción de 

callos del germoplasma de trigo los medios W14 y W14mal tienen un efecto diferente entre 

sí en términos de capacidad androgénica, pero al compararlos con el medio Papa-2 el efecto 

es similar, sin embargo  el medio W14 obtuvo mayor porcentaje de respuesta androgénica 

(Ver Resultados, Fig. 3.8), posiblemente por los componentes del mismo.  Esto se 

corrobora por los trabajos realizados por CIAT, (1989); McGregor y McHughen (1990) y 

George et al. (2008), donde el extracto de papa añadido al medio de cultivo junto con 

reguladores de crecimiento y otros componentes se considera un medio exitoso en cultivo 

de anteras de trigo. De igual manera Han (1995), establece que la mayor frecuencia de 

diferenciación celular de los callos y un 50% de regeneración de plantas verdes se obtuvo al 

utilizar medio de papa esterilizado por filtración. La utilización del medio de Papa-2 con 

mayor concentración de nitrato de potasio y la adición de glutamina y agar, demostró ser 

efectivo en la respuesta androgénica de cultivares australianos (Löschenberger y Heberle-

Bors, 1992). 

 

Kondié, Kobiljski y Hristov (2008), lograron obtener respuesta androgénica en 

todos los genotipos F1 que evaluaron al utilizar el medio de inducción Papa-2, reportaron 

altos porcentajes de producción de callos, incluso mayores al 100% ya que cada antera 

produjo más de un callo, con un promedio de 47,2%.  Sin embargo, estos resultados no 

concuerdan con lo obtenido en este estudio, ya que en promedio la  producción de callos 

fue baja, de 2,34% y 0,63% en campo y en invernadero respectivamente (Ver Resultado, 
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Fig. 3.8), posiblemente porque no solo depende del medio de cultivo sino de otros factores 

que se analizan en esta investigación. 

 

 

4.3 Duplicación cromosómica 
 

El porcentaje de duplicación cromosómica espontánea depende del genotipo 

(Soriano et al., 2007). Cistué y Kasha (2006) describen que en trigo existe una duplicación 

de entre el 50 al 60%. Datos obtenidos por Stober y Hess, 1997 citado por Soriano et al. 

(2007) mencionan rangos obtenidos entre 15 y 44% de duplicación espontánea en 

cultivares alemanes. Barnabás, 2003 citado por Soriano et al. (2007) del 25 al 68% en 

cultivares europeos y Kondié et al. (2008) un porcentaje de 47,9%.  Todos estos 

porcentajes son relativamente bajos comparados con los obtenidos en otros cereales como 

la cebada (80-90%) (Cistué y Kasha, 2006). En germoplasma brasileño estos porcentajes de 

duplicación son aun más bajos, obteniendo solamente una planta duplicada de forma 

espontánea de un total de 36 plantas regeneradas (Moraes y Picard, 1983). 

 

Este inconveniente ha sido superado con el uso de agentes diploidizantes que 

permiten incrementar la tasa de duplicación celular. En especies como Oryza sativa y 

Brassica podrían aumentar la embriogénesis, y en otra especies como el trigo podría 

reducirla, especialmente si los diploidizantes son suplementados directamente al medio de 

inducción (Camarena et al., 2008 y Polci et al., 2010).  

 

Para Barnabás en Maluszynski et al., 2003  adicionar colchicina directamente en el 

medio de cultivo de inducción e incubar las anteras por 3 días a 29°C en la oscuridad 

incrementa la frecuencia de divisiones nucleares, y como consecuencia aumenta la 

producción de embriones y callos en algunos genotipos de trigo.  Afirman también, que la 

adición de colchicina al medio de inducción no afecta la respuesta de producción de callos 

ni la capacidad de regeneración (Barnabás, Pfahler y Kovács, 1991). Las concentraciones 

bajas de colchicina podrían solamente inhibir la división celular por un periodo corto de 

tiempo y una vez duplicados los cromosoma la mitosis sigue su proceso normal, pero esta 
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sustancia es considerada altamente tóxica aumentando la mortalidad de las plantas 

regeneradas o reduciendo su fertilidad (Barnabás et al., 2001). 

 

El ensayo establecido en esta investigación no incluyó una evaluación del efecto la 

8-hidroxiquinolina en el medio de cultivo de inducción, en todos los tratamientos se añadió 

40 mg.L-1 de este agente diploidizante como recomienda  Barnabás en Maluszynski et al., 

2003 al utilizar colchicina, motivo por el cual no se estableció que concentraciones de esta 

sustancia podrían inhibir o incrementar la producción de callos en el germoplasma 

evaluado.  

 

Actualmente, no existen estudios que determinen el efecto de la 8-hidroxiquinolina 

en el cultivo in vitro de anteras de Triticum aestivum L., pero la investigación realizada por 

Soriano et al. (2007) demuestra que la aplicación de colchicina durante un pretratamiento 

de estrés con manitol incrementa el porcentaje de duplicación en todos los genotipos 

evaluados, tanto en el cultivo de anteras como de microsporas.  Adicionalmente, en algunos 

genotipos se observó un aumento de número de plantas verdes regeneradas pero en 

términos de capacidad androgénica, es decir producción de callos y embriones, no se 

presentó ninguna diferencia significativa. 

 

Un estudio similar fue realizado por Islam (2010), en el cual demostró que agregar 

100 mg.L-1 directamente al medio de inducción puede incrementar la formación de 

embriones y plantas verdes regeneradas en cultivo in vitro de anteras, situación que no 

ocurre al utilizar cultivo de microsporas. De igual manera incrementó la frecuencia de 

duplicación cromosómica. 

 

En esta investigación, la baja producción de callos obtenido podría ser explicado 

por un fenómenos de inhibitorio de la 8-hidroxiquinolina sumada a la limitación de la 

técnica de cultivo in vitro de anteras por los factores que se discutió en la sección anterior. 

Como el estudio de Zamani et al. (2003), quienes observaron que el tratamiento con 30 

mg.L-1 de colchicina influye en la producción de callos y que el genotipo al cual es aplicado 
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es la mayor limitante. En sus resultados disminuyó el porcentaje de respuesta androgénica 

comparados con los tratamiento en los cual no se realizó duplicación con colchicina.  

 

 

4.4 Regeneración de plantas 

 

La regeneración de plantas es un proceso influenciado por la relación de auxinas y 

citoquininas suplementas en el medio, bajas concentraciones de auxinas y altas de 

citoquininas (Letini et al., 2008), puesto que así se estimula la diferenciación celular del 

callo hasta desarrollar una planta. 

 

En este estudio el medio de regeneración 190-2 no resultó efectivo para la 

regeneración de plantas, no obstante, se pudo observar dos casos en los que  un callo de la 

población F2 Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDAÑA 94 presentó yemas de crecimiento 

verdes y la formación de raíces, y varios callos del cultivar INIAP-ZHALAO 2010  

produjeron raíces. 

 

 Esto demuestra que las células de los callos formaron tejido parenquimatoso y 

consecuente se diferenciación en tejido endomeristemático para la formación de raíces, y en 

meristemas periféricos para la formación de yemas como menciona la literatura. No 

obstante se ha sugerido que la formación de plantas puede ocurrir también por 

embriogénesis directa (Liang et al., 1987 citado por Hewstone, et al., 1990) y no solamente 

mediante rediferenciación de los callos producidos por las microsporas (Shimada, 1981 

citado por Hewstone, et al., 1990). 

 

Según lo referido por Lentini et al., 1997 a los 20 días de incubación del cultivo se 

puede observar la formación de una masa de tejido indiferenciado denominado callo, el 

mismo  que dependiendo del genotipo a partir de los 30 a 50 días de incubación alcanza un 

tamaño de 2mm, óptimo para realizar la regeneración del callo hacia planta. 
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 Barnabás en Maluszynski et al., 2003  describen eficiencias entre 1,8 y 43,8% de 

regeneración de plantas utilizando el medio de regeneración  190-2 en genotipos europeos. 

De igual manera Kondié et al. (2008), al utilizar el medio 190-2 lograron regenerar en 

promedio 5,8 plantas por espiga. 

 

En genotipos australianos utilizando este mismo medio de cultivo el porcentaje de 

regeneración fue en promedio de 9,4% en el primer año de evaluación y se redujo a 3,6% 

en el segundo año, y sus resultados indican que 14 de los 31 genotipos evaluados no 

regeneraron ninguna planta (Löschenberger y Heberle-Bors, 1992). 

 

Es posible que en este trabajo, los callos del germoplasma evaluado necesitaron 

otras condiciones de incubación y requerimiento nutricionales que no fueron abastecidos 

por el medio de regeneración 190-2 propuesto He y Ouyang (1984) citado por Maluszynski 

et al. (2003), pero el medio de cultivo 190-2 propuesto por Zhuang y Xu (1983) citado por  

Hewstone y Muñoz (1992), presenta diferencias como la reducción de la cantidad de agar 

suministrada al medio de 6 a 3,5 g.L-1, la fuente de calcio es reemplazada de nitrato de 

calcio por cloruro de calcio  y no se añade al medio reguladores de crecimiento. Estas 

diferencias podría mejorar el porcentaje de regeneración de plantas en este estudio.  

 

Torp et al. 2001 citado por Cistué y Kasha, (2006) detectó que existe una 

diferencia del 31,5% de variación genética en un locus el cromosoma 5BL de plantas 

regeneradas verdes y albinas.  

 

Ankele et al. (2004) citado por Cistué y Kasha (2006), observaron que en el ARN 

paterno de plantas albinas existe ausencia de la RNA polimerasa codificada por los 

plástidio (plastid encoded plymerase", PEP), por consecuencia existe un fuerte reducción de 

las proteínas producidas por los plastidios desencadenado el albinismo. 

 

Sin embargo, en este estudio no se pudo determinar el porcentaje de albinismo. 
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4.5 Selección asistida con Marcadores Moleculares (MAS) 

 

 En los programas de fitomejoramiento la selección asistida por marcadores 

moleculares es una herramienta adecuada para la selección temprana de germoplasma que 

presentan genes de expresión fenotípica controlada por el medio ambiente o por genes de 

resistencia a enfermedades, como los genes que controlar la resistencia a roya amarilla en 

trigo, los genes mayores Yr5 y Yr15. 

 

La heredabilidad de los genes evaluados en esta investigación está controlada por 

los principios de Mendel. Por tanto, Yr5 y Yr15 son genes heredados independientemente el 

uno del otro, no se encuentran ligados y están ubicados en diferentes cromosomas. 

 

En este estudio se utilizó generaciones F2, las mismas que favorecen la 

recombinación genética y permiten realizar una selección de caracteres de interés, ya que 

en dicha población se reúnen caracteres que antes estaban separados en los dos parentales 

(Medina, Yanes  y Zaffaroni, 2001). 

 

Con este antecedente y según las proporciones mendelianas para la recombinación 

genética de individuos F1 dihíbridos (AaBb), de los cuales se obtiene cuatro tipos de 

gamentos, la proporción genotípica en F2 es 9:3:3:1 (Luengo, 2007). Es decir, para estos 

dos genes que confieren resistencia se espera obtener un 93,75% de plantas resistentes en la 

filial F2, pero solo en el 60% de esta población la resistencia sería por la combinación de 

los dos genes, de los cuales el 18,75% son homocigotos para uno de los dos genes (AABB 

y AABb) y 37,5% heterocigoto (AaBB y AaBb) para el mismo gen. Y apenas el 6,25% de 

la población total sería homocigótica para ambos genes (GENMIC: Grupo de Investigación 

de Genética y Microbiología, n.f). 

 

En este estudio, se seleccionó 23 individuos portadores de los dos genes de 

resistencia a roya amarilla, los mismos que representan el 15,65% de la población. Trece de 

los individuos fueron homocigotos (8,85%), y los restantes individuos fueron heterocigotos  
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(6,08%) para el gen Yr15. La metodología utilizada en esta investigación no permitió 

diferenciar codominancia para el gen Yr5.   

 

Los porcentajes difieren por el tamaño de la muestra seleccionada, puesto que para 

llegar a las proporciones esperadas se debería evaluar todos los individuos de la población 

F2 o aumentar el número de individuos evaluados.  

 

 

4.5.1 Selección de individuos portadores del gen Yr15 mediante amplificación del 

marcador microsatélite Xbarc-8 

 

El marcador microsatélite Xbarc-8 se encuentra a 9 cM del gen Yr15 (Wheat CAP, 

2011).  A pesar de la distancia genética de este marcador Murphy et al., (2009) reportó que 

los marcadores Xbarc8 y Xgwm413 resultaron efectivos en el diagnóstico del gen Yr15 de 

un ‘backgrounds genético’ o población genética excepto para un cultivar evaluado en su 

estudio.  

 

De similar manera este marcador microsatélite resultó efectivo en la selección de 

individuos portadores del gen en la población F2 muestreada. Mediante genotipaje de este 

locus se estableció que el peso para el diferencial homocigoto Yr15/6*Avocet se encontró 

entre 236 y 239 pb.  

 

Similar a Vinueza, (2011) que reporta un peso promedio menor de 234.44 (±1.41) 

pb para el diferencial Yr5/*6Avocet portador del gen. Esta diferencia puede ser explicada 

por la diferente metodología utilizada en esta investigación, en la que se reemplazó la 

visualización en geles de agarosa por el genotipaje mediante metodología M13-tailing. No 

obstante, Murphy, (2010) citado por Vinueza, (2011) indica que en genotipos portadores 

del gen el peso es de aproximadamente 250 pb.  

 

En el caso del genotipo susceptible Moroco, Vinueza, (2011) reporta un peso de 

285.33 (±0.55) pb diferente al determinado en este estudio en el cual se observaron dos 
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alelos un entre 266 y 270 pb y el otro alelo entre 273 y 274 pb. Y de la misma manera, 

Murphy, (2010) citado por Vinueza, (2011) determinó que en las líneas no portadoras del 

gen Yr15 se observa una banda en aproximadamente 300 pb. 

 

 

4.5.2 Selección de individuos portadores del gen Yr5 mediante amplificación del 

Marcador Molecular STS-7/STS-8 

 

El marcador STS-7/STS-8 se encuentra a 0,3 cM del gen Yr5 (Murphy et al., 

2009),  sin embargo Chen et al., 2003 (datos no publicados) citado por Murphy et al., 

(2009) establece que el marcador molecular STS-7/8 es un marcador que muestra 

polimorfismo limitado en varias genotipos de trigo. Afirma que el desarrollo de marcadores 

CAPS mediante un corte enzimático con Dpn II podría facilitar la diferenciación entre 

líneas portadoras y no portadoras del gen utilizando solamente agarosa, sin embargo esta 

metodología generó en algunos genotipos no portadores un fragmento de igual peso que los 

portadores del gen (Chen et al., 2003). 

 

Chen et al., 2003 encontraron que existe un polimorfismo de 6 pb del tipo 

deleción-inserción entre el diferencial Yr5/*6Avocet, portador del gen y el genotipo 

susceptible Avocet. En esta investigación se evaluó como genotipo susceptible a Moroco, 

con el cual se determinó que existe un polimorfismo de 9 a 10 pb con respecto al portador. 

 

El peso molecular determinado en esta investigación para el diferencial 

Yr5/*6Avocet  (477-479 pb) concuerda con lo publicado por Chen et al., 2003 y Wheat 

Cap, 2010, cuyo peso reportado es de 478 pb. No obstante en el estudio realizado por 

Vinueza, 2011 el peso determinado fue menor de 474 pb. 

 

Mediante este argumento, los individuos seleccionados como portadores del gen 

de la filial F2 Yr5/6*Avocet//Yr15/6*Avocet fueron aquellos en que se observó un alelo 

entre los pesos de 475 y 479 pb. Sin embargo, existieron individuos que presentaron 

amplificación en pesos de 474, 475 y 480 pb (datos no publicados) cercano al peso 
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reportado en la literatura, individuos excluidos de la selección ya que la técnica empleada 

para la visualización del producto de amplificación (geles de poliacrilamida) presenta 

problemas de absorción y desorción de agua en los poros del gel durante la electrofoesis, 

que modifican la estabilidad del gel y disminuyen la resolución de la técnica, ya que la 

absorción del agua no es uniforme en todo el gel haciendo que se incremente el tamaño del 

poro y por lo tanto que las moléculas migren más rápido, principalmente en la región media 

del gel comparadas con las de los extremos, lo que deforma y afecta la reproducibilidad de 

la electroforesis, y como consecuencia se determina pesos moleculares de mayor o menor 

número de pares de bases al real (García, 2001). 

  

 

4.6 Evaluación  y comparación de costos 

 

4.6.1 Comparación del método convencional de fitomejoramiento con el método de  

producción de doble haploides (DH) 

 

La utilización del cultivo de anteras y de microsporas para producción de doble 

haploides se encuentra limitado por los factores que se discuten en el punto 3.2.2 en la 

sección Resultados, como menciona Soriano et al. 2007, a nivel comercial el mayor 

inconveniente se encuentra en la baja eficiencia embriogénica y de regeneración de plantas, 

contrastado con una alta frecuencia de plantas albinas y baja frecuencia de duplicación 

cromosómica para algunos genotipos.  

 

Motivo por el cual, Polci et al. (2010) menciona que esta metodología debería ser 

aplicada únicamente en genotipos élite que se pretenden mejorar, y menciona que en 

general, la producción de doble haploides resulta un gasto excesivo en comparación a los 

métodos tradicionales de mejoramiento. Adicionalmente, Henry y Buyser, (1990) comentan 

que no todos los materiales genéticos de un programa de mejoramiento producirán plantas 

verdes, mencionan que por lo menos hay un 5% de fracaso para la producción de doble 

haploides. 
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Sin embargo, según los costos obtenido en esta investigación (Ver Resultado, 

Cuadro 3.15) y comparados con los de un programa de mejoramiento convencional, la 

producción de doble haploides implica una reducción de gastos del 50,6%, obteniendo un 

cultivar en aproximadamente la mitad del tiempo requerido por el método convencional.  

Lentini et al. (1997) define que utilizar el cultivo in vitro de anteras para el desarrollo de 

nuevos cultivares en arroz presenta un porcentaje de rentabilidad del 28 al 60%.          

 

Similar a lo que afirma Polci et al. (2010), en este estudio el método de producción 

de doble haploides simplemente constituye una herramienta de apoyo a los programas de 

fitomejoramiento y no un reemplazo ya que solo permite acortar el proceso de 

autofecundaciones para lograr homocigosis de 6 años a 1 año, obteniendo líneas idealmente 

100% homocigotas. Este proceso se podría realizar incluso en 6 meses  según Ramírez et 

al. (2007), o de 8 a 9 meses para mejoramiento en arroz (CIAT, 1989). 

 

La homocigosis que presentan los DH hace de este material vegetal ideal para 

participar de ensayos locales de rendimiento, pero no constituyen en sí cultivares mejorados 

ya que no han pasado por el proceso de selección de caracteres deseables como resistencia 

a enfermedades, caracteres agronómicos o tolerancia a aspectos ambientales como el 

material obtenido mediante mejoramiento convencional (CIAT, 1989; Lentini et al. 1997).  

 

Adicionalmente, el porcentaje de homocigocis de los DH es un punto discutido por 

Roca et al. (1993)  y Ying, 1986 citado por Lentini et al. (1997), quienes mencionan que la 

estabilidad genética en plantas regeneradas de polen está afectada por la variación 

gametoclonal, el nivel de ploidía, mutaciones de baja frecuencia, hibridación espontánea y 

cambios estructurales en los cromosomas. Por ejemplo, se atribuye solamente un 90% de 

homocigosis en plantas regeneradas de arroz (Chen, 1986 citado por Roca et al., 1993).    

 

Según Ying, 1986 citado por Lentini et al. (1997), establece que las plantas doble 

haploides son 90% estables y uniformes,  solamente un 8% presentaría variaciones en algún 

carácter de tipo agronómico, y que las variaciones de importancia se presenta en baja 

frecuencia (0,7% aproximadamente).  
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Por los motivos antes mencionados las plantas regeneradas por cultivo in vitro R1 

deben ser sometidas a un proceso de selección que verifique el nivel de haploidía y su 

estabilidad genética. Y una vez seleccionadas, en la generación R2 la semilla producida 

puede ser evaluada para otros caracteres. Una vez transcurrido este proceso, el material 

vegetal seleccionado está listo para seguir el proceso de evaluación y selección normal que 

se usa en mejoramiento convencional  (Lentini et al. 1997  y Jiménez, 1999).  

 

La evaluación y selección en R1 y R2 implica la adición de un valor económico al 

utilizar la producción de doble haploides como una alternativa,  sin embargo estos costos 

siguen siendo menores que en el mejoramiento convencional, y de igual manera en 

términos de tiempo no superan a los años de evaluaciones que implica las 

autofecundaciones en generaciones desde la F3 a la F8. 

 

El éxito de la obtención de nuevos cultivares en los programas de 

fitomejoramiento que incluyen la producción de doble haploides depende del desempeño 

agronómico de las plantas regeneradas. Existen varios estudios que justifican que no hay 

diferencias al comparar el desempeño de los DH con líneas homocigotas obtenidas por 

mejoramiento convencional (Roca et al., 1993).   

 

En trigo, la evaluación de Buyser y Henry, (1986) citado por Roca et al., (1993),  

indica incluso que en promedio el rendimiento de los DH superó a los testigos, y que 4 de 

las 12 líneas DH evaluadas obtuvieron mejor rendimiento que los testigos. 

 

 

4.6.2 Comparación del método convencional de fitomejoramiento con el método de  

selección asistida con marcadores moleculares (MAS) 

 

Los costos obtenido en esta investigación para la utilización de la selección 

asistida con marcadores moleculares en un programa de fitomejoramiento (Ver Resultados, 

Cuadro 3.14) demuestran una disminución de un 51,4% al compararlos con un programa de 

mejoramiento convencional, y en el caso de este estudio cuyo objetivo fue la selección de 
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germoplasma resistente a roya a amarilla, es decir, un carácter cualitativo se pudo 

establecer una reducción del tiempo de 13 a 8 años para obtener un cultivar resistente 

mediante piramidación de dos genes. 

 

De acuerdo con Langridge, (2003) el tiempo estimado para la liberación de nuevos 

cultivares de trigo es en promedio 12 años, con la utilización de MAS el tiempo de 

liberación es más rápido de 5 a 7 años.  De la misma manera Barr et al., (2000) citado por 

Medina et al., (2001) comenta que comparado con el proceso de retrocruzas, la utilización 

de MAS para la transferencia de un gen dominante podría reducir dos años del proceso 

general de mejoramiento.         

                                                                                                                                                                                                                                                                     

La piramidación es un proceso complicado de implemtentar mediante 

evaluaciones fenotipicas (mejoramiento convencional), las interacciones incompatibles 

entre húesped y patógeno (resistencia) poseen un efecto epistático sobre las otras 

interacciones  (Tranquilli y Suárez, (n.f)  en Kohli et al., 2003). Por tal motivo, la selección 

asistida con marcadores moleculares se convierte en la mejor alternativa para seleccionar 

genotipos con acumulación de genes en ausencia del patógeno (Kelly et al., 1994), 

especialmente aquellos que asocian genes mayores de resistencia con genes de resistencia 

parcial.   Los genes se vuelve más eficiente cuando son incorporados en un cultivar de 

interés agronómico.  

 

Adicionalmente, la selección de genotipos de interés se puede realizar 

independientemente del estado fisiológico de desarrollo de las plantas y en generaciones 

tempranas, especialmente en la generación de mayor segregación, la filial F2, como se 

realizó en esta investigación, ya que la selección se realizó en estado de plántula y en la 

filial F2. Sorrells, (1998) citado por  Medina et al. (2001) afirma que esta es una población 

muy enriquecida en los alelos deseados y la selección previa permite disminuir la magnitud 

de los ensayos experimentales en campo. Los costos se determinaron mediante estas 

referencias, y posiblemente el valor económico de las evaluaciones locales de rendimiento 

podría reducirse al trabajar con una población experimental más pequeña en cada ciclo. 
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Kohli et al., (2003) comenta que la factibilidad de la aplicación de la selección 

asistida por marcadores moleculares en mejoramiento depende de varios aspectos como la 

reducción de costos, la simplicidad de la metodología y la utilización de marcadores 

moleculares basados en una única técnica molecular. Por ser simples, rápidos y económicos 

son recomendados los marcadores alelo-específico de tipo PCR.  

 

El éxito de la incorporación de MAS al fitomejoramiento depende de la eficiente 

selección de los marcadores moleculares que serán utilizados, marcadores que detecten 

gran cantidad de polimorfismos  y estrechamente ligados al locus de interés  (Medina et al., 

2001 y Langridge, 2003). 

 

Marcadores con las características antes mencionadas fueron utilizados en este 

estudio para realizar la selección de genotipos resistentes a roya amarilla. La utilización de 

los marcadores STS y SSR demuestra que los costos fueron considerablemente menores al 

compararlos con el proceso de autofecundaciones del mejoramiento convencional e incluso 

al incluir la producción de doble haploides (Ver Resultados, Cuadro 3.15). Especialmente 

por la optimización de los recursos. 

 

En contraste, el costo de utilizar el mejoramiento asistido mediante marcadores 

moleculares en la rutina se encuentra limitado por el tamaño de la población muestreada y 

por el número de locis que se van a detectar como afirma Barr et al., (2000) citado por 

Medina, et al., (2001) y  Sorrels (1998) citado por Avedaño (2002).  Esta situación es de 

interés ya que en este estudio se determinó los costos de selección con 100 individuos y 

para dos genes, por lo tanto, es de esperar que se incrementen los costos de selección 

conforme el número de individuos evaluados aumenten. 

 

No obstante, se espera que la utilización de mejoramiento asistido mediante 

marcadores moleculares en fitomejoramiento conforme la tecnología avanza sea un proceso 

menos costoso y más eficiente al implementar técnicas más simples y reproducibles en 

menor tiempo y una población de gran tamaño.  
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CAPÍTULO 5 

 

CONCLUSIONES 

 

1. En esta investigación se pudo determinar que el estado vegetativo óptimo para la 

recolección de espigas de germoplasma de trigo del INIAP se encuentra entre los 

estadios Z4.5 a Z4.7 según la escala de Zadoks, con un porcentaje de microscopras 

en estadio uninucleado medio a tardío del 67 al 73%. 

 

2. Al evaluar el germoplasma de trigo del INIAP, se pudo evidenciar bajas frecuencias 

de producción de callos con los medios de inducción W14, W14mal y Papa-2, 

mientras que con el medio de regeneración 109-2 no fue posible la regeneración de 

plantas verdes. 

 

3. El mayor porcentaje de respuesta androgénica (11,67%) lo obtuvieron las anteras de 

las plantas donadoras que crecieron en campo y sembradas en el medio de 

inducción Papa-2 del genotipo INIAP-ZHALAO 2003, motivo por el cual podría 

ser considerada como un genotipo progenitor con capacidad androgénica, capacidad 

que podría ser heredada a su progenie. 

 

4. Los genotipos  Yr5/6*Avocet, Yr15/6*Avocet y Yr18/6*Avocet pueden ser 

considerados como recalcitrantes bajo las condiciones experimentales desarrolladas 

en esta investigación, debido a la escasa producción de callos que presentaron  y a la 

fuerte influencia del genotipo utilizado y su interacción con factores como el medio 

de cultivo, el estado de desarrollo de la microspora y las condiciones de crecimiento 

de las plantas donadoras de anteras. 

 

5. La técnica de selección asistida con marcadores moleculares permitió la selección 

de individuos con los  genes Yr5 y Yr15 de resistencia a roya amarilla piramidados 

en su genoma a partir de la filial F2 Yr5/6*Avocet//Yr15/6*Avocet. 
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6. La producción de doble haploides mediante cultivo in vitro de anteras demostró un 

ahorro económico estimado del 50,6% y de 51,4% al incorporar la selección asistida 

con marcadores moleculares, comparados con un programa de fitomejoramiento 

convencional. 

 

7. El tiempo requerido para la obtención de un nuevo cultivar disminuye de 13 años 

con mejoramiento convencional a 7 años mediante la obtención de doble haploides 

y se redujo a 8 años utilizando mejoramiento asistido con marcadores moleculares 

para selección de caracteres cualitativos como es la resistencia a roya amarilla. 

 

8. Finalmente, la aplicación de la técnica de cultivo in vitro de anteras para la 

producción de plantas doble haploides y la selección asistida con marcadores 

moleculares permitieron la evaluación de la respuesta del germoplasma de trigo del 

INIAP para la obtención y selección de plantas resistentes a roya amarilla, estas dos 

técnicas biotecnológicas demostraron ser herramientas complementarias de los 

programas de fitomejoramiento.   
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CAPÍTULO 6 

 

RECOMENDACIONES 

 

1. En futuras investigaciones, sería de importancia determinar el periodo o ciclo del 

año en que la siembra de las plantas donadoras permitan obtener mayor respuesta al 

cultivo in vitro de anteras puesto que las condiciones ambientales en que se 

desarrollan las plantas donadoras de anteras influye sobre la capacidad androgénica. 

 

2. Las espigas del germoplasma de trigo evaluado en esta investigación deberían ser 

expuestas a un pretatamiento como choques osmóticos, tratamientos con 

temperatura (frío o calor), aplicación de sustancias como manitol entre otros, previo 

al cultivo in vitro de anteras, con el fin de incrementar la formación de callos y la 

regeneración de plantas verdes.  

 

3. Se podría evaluar otros medios de cultivo de inducción con los cuales se obtenga 

mayor porcentaje de respuesta androgénica, como los medios N6, MyS con 

modificaciones y Papa-4. Adicionalmente se puede realizar cambios en la 

composición del medio Papa-2, especialmente probando diferentes concentraciones 

de auxinas y citoquininas con el fin de incrementar su eficiencia en relación a la 

producción de callos. 

 

4. Se debería realizar una evaluación del porcentaje de duplicación espontánea en el 

germoplasma de trigo con el propósito de reducir o incluso la  eliminar la 

utilización de agentes químicos diploidizantes, que probablemente inhiben la 

respuesta androgénica. Si el porcentaje de duplicación espontánea es bajo se podría 

determinar la sustancia química diploidezante, la concentración y duración del 

tratamiento adecuado para realizar la duplicación cromosómica in vitro. 
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5. Para utilizar el cultivo de anteras como una herramienta rutinaria en un programa de 

fitomejoramiento, el número de anteras introducidas para los genotipos con 

capacidad androgénica debería ser entre 10.000 y 30.000 anteras ya que 

incrementaría el número de callos producidos y  la posibilidad de obtener mayor 

número de plantas regeneradas. 

 

6. El trabajo podría ser completando evaluando diferentes medios de regeneración de 

plantas y su efecto en la producción de plantas albinas. 

 

7. Los individuos seleccionados como portadores de los dos genes Yr5 y Yr15 

(homocigotos) serían excelentes candidatos como progenitores donantes en un 

programa de mejoramiento convencional mediante retrocruzas con el objetivo de 

mejorar un cultivar élite con respecto a su resistencia a roya amarilla. 

 

8. En relación a la metodología utilizada para seleccionar los individuos portadores del 

gen Yr5, se podría mejorar reemplazando el uso del marcador STS por otro 

marcador como los CAPS (Cleaved amplified polymorphic sequence), marcadores 

que utilizan  enzimas de restricción y en el caso particular del gen Yr5 se puede 

utilizar la enzima DpnII, cuyo sitio de restricción está presente en los cultivares no 

portadores y ausente en los portadores del gen. Sin embargo, esta metodología 

supone de una previa estandarización para poder ser utilizada rutinariamente en 

mejoramiento asistido con marcadores moleculares. 

 

9. Se recomienda utilizar marcadores microsatélites  que flanquean a un sitio proximal 

al gen Yr5, el marcador dominante Xbarc349 localizado a 0.4 cM o el marcador  

codominante Xbarc167 a 2.6 cM del gen, que permitirían distinguir individuos 

homocigoto y heterocigotos. 
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