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RESUMEN

El cultivo in vitro de anteras para produccion de doble haploides selleccion asistida con
marcadores moleculares se presentan como herrasidmbtecnolégicas complementarias al
fitomejoramiento convencional para el desarrollondevos cultivares de trigdriticum aestivum

L.). Con este fin, se evallo la respuesta del gplasma de trigo generados por el Programa de
Cereales del INIAP empleando estos dos métodos lpa@btencion y selecciéon de plantas
resistentes a roya amarilla, enfermedad causadel pangoPuccinia striiformis f. sp. tritici West.

Se incluy6 poblaciones segregantes con los gértesr15 y Yrl8 de resistencia a roya amarilla,

genes avirulentos en el Ecuador.

El genotipo y su interaccion con factores como etlim de cultivo, el estado de desarrollo de la
microspora y las condiciones de crecimiento de pgimtas donadoras de anteras afectan la
produccién de callos en el cultio vitro de anteras de trigo. En este estudio, en gerei@tsivo
baja respuesta androgénica y no fue posible Ilaneggeidén de plantas doble haploides. La mayor
produccién de callos (11,67%) fue en para el ctiNIAP-ZHALAO 2003 en el medio de
induccion Papa-2 cuando creci6 en campo. Los geo®fir5/6*Avocet, Yrl5/6*Avocet y

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

La técnica de seleccion asistida con marcadoresaulares permitioé seleccionar 23 individuos con
genes de resistencia a roya amarilla a partir d@ ifdividuos de la poblacién ,F
Yr5/6*Avocet/Nr15/6*Avocet. Los individuos con los gen¥s5 y Yrl5 piramidados corresponde

al 15,65% de la poblacion total analizada.
La incorporacion de las dos técnicas biotecnol&iea un programa de fitomejoramiento

convencional permite reducir los costos y dismimlitiempo requerido para la obtencién de un

nuevo cultivar de trigo con resistencia a roya dhaar

Palabras claves:trigo, mejora genética, biotecnologia, resistenmga amarilla, mejoramiento

asistido por marcadores, doble haploides.
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ABSTRACT

In vitro anther culture for production of double haploid amolecular marker assisted selection are
complementary biotechnology tools to traditionemil breeding in order to develop new wheat
(Triticum aestivum L.) cultivars. Hence, the response of wheat geasml of INIAP Cereal
Program was evaluated using these two tools toirolaiad select yellow rust resistance plants,
disease caused by the fundg®gccinia striiformis f. sp. tritici West. This investigation included
segregant populations with thée5, Yr15 and Yrl18 resistance genes to yellow rust, genes do not

present virulence in Ecuador.

Genotype and its interaction with factors like argt medium, stage of pollen development and
growth conditions of donor plants affected the umllproduction in wheatn vitro anther
culture.This study showed low androgenic respomsktiae double haploid plant regeneration was
not successful. INIAP-ZHALAO 2003 cultivar showdte most callus production (11,67%) was
INIAP-ZHALAO 2003 cultivar on the Potato-2 induationedium when the dongtants were grown

in the field The Yr5/6*Avocet, Yr15/6*Avocet y Yrl18/6*Avocet genotypes did not present

androgenic response.

Molecular marker assisted selection allowed tocseél8 plants with yellow rust resistance genes of
150 examples of th¥r5/6*Avocet/Nr15/6*Avocet F, population.The pyramiding ofr5 y Yrl5
genes was 15,65% of the total population analyzed.

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

costs and time of develop in new wheat cultivarg yailow rust resistance.

Keywords: wheat, plant breeding, biotechnology, resistanioyerust, INIAP, marker assisted

selection, doubled haploids.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

La enfermedad conocida como roya amarilla causamaep hongoPuccinia
striiformis f. sp. tritici West. es potencialmente destructiva en cultivos de t(igaticum
aestivum L.) ya que presenta pérdidas en la cosecha dni@ e 70% (Chen, 2005 citado
por Murphy et al., 2009) y deteriora la calidad del grano (Huert&iggh, citado por
Villaseforet al., 2009). Ochoa(1997) menciona disminuciones severas del rendimien

cultivos nacionales hasta en un 96%.

En el Ecuador, la probleméatica ocasionada por exsfirmedad a encaminado al
Programa de Cereales del Instituto Nacional Aut@naie Investigaciones Agropecuarias
(INIAP) a desarrollar y generar nuevos cultivarestdgo con caracteristicas deseables,
adaptadas a las principales zonas de produccidn,alto potencial de rendimiento vy
resistentes a esta enfermedad, empleando basieammetodologias convencionales de

mejoramiento.

En la actualidad, el mejoramiento tradicional owational es la base de la
generacion de germoplasma, pero resulta insufeieante a la demanda de generacion de
variedades mejoradas de trigo, debido a que seeptradimitado por el largo tiempo que
conlleva la generacién de estos cultivares mejargBolci Conti, Aldao, Miranda y Gear,
2010), aproximadamente 10 afios en trigo (Polci,tiCétdao, Miranda y Echenique,
2005; Ramirezt al., 2007; Camarena, Chura y Blas, 2008). Sumadotalcalsto que
implica el desarrollo de todo el programa de mejoeato y a los imprecisos métodos de
seleccion fenotipicos que pueden ser influencigomsel medio ambiente (Sak al.,
2010).



Estos inconvenientes pueden ser superados coneelemie desarrollo de la
biotecnologia y la biologia molecular (Camarena., 2008; Polckt al., 2010).

1.2 Justificacion del problema

Con el fin de superar la alta susceptibilidad déivares ecuatorianos a la
enfermedad denominada “roya amarilla” causada pboego Puccinia striiformis f. sp.
tritici West., existe la necesidad de generar a corto plazeosueultivares de trigo con

mejoras genéticas que presenten resistencia hagge (Rivadeneira, 2005).

En este contexto, la utilizacion de técnicas bimdéigicas como el cultivin vitro
y la seleccién asistida mediante marcadores maezsi(MAS) son herramientas hébiles
de apoyo a los métodos convencionales de fitommjerdo, ya que permiten acelerar el
tiempo de generacion de un cultivar mejorado (Lialggr, 2003; Polciet al., 2005;
Ramirezet al., 2007; Camarenet al., 2008).

Actualmente, en cultivin vitro, la produccién de plantas doble haploides (DH) es
una estrategia util en mejoramiento genético paebtencion de genotipos con resistencia
a enfermedades y/o tolerantes a ciertas condicideesstrés ambiental (Szakacs, Karsai,
Bedon y Barnabés citado peamirezet al., 2007).

Con este propdsito la técnica se ha ensayado &s\ggamineas como el arroz, el
maiz, la cebada y especificamente en trigo seaitdl cultivoin vitro de anteras y/o la
cruza intergenérica de trigo X maiz (Liu, Zhenglld®y Konzak, 2002; Polcit al., 2005)
con los cuales se puede obtener lineas homocigontagenor tiempo, ya que se evita varios
ciclos de autofecundacion para lograr homocigoBisic{ et al., 2005; Ramirezt al.,
2007), ventaja que permite adicionalmente reduostas, recursos y espacio (CIAT:
Centro Internacional de Agricultura Tropical, 199Bguiluz, 2002; Jobet, Zufiga Yy
Campos2003; Polckt al., 2005; Camarene al., 2008).



Otra de las alternativas planteadas en fitomejaratoies la seleccion asistida
mediante marcadores moleculares, herramienta e tcomo finalidad seleccionar
genotipos de interés, en este caso, genotiposgiedque presenten genes de resistencia a
roya amarilla (Falconi E., comunicacion persondlylio 22, 2010). Esta metodologia
permite la seleccion temprana de individuos detéraina poblacion segregante(Kohli,
Diaz, y Castro, 2003) y acortar a tres generacidémaacorporacion de un caracter al

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

Motivo por el cual, el Programa de Cereales dditine Nacional Autonomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) pretende @sala respuesta del germoplasma de
trigo del INIAP a la aplicacion de dos métodos d&ioblogicos de fitomejoramiento. La
primera metodologia a evaluar es la obtencion detas doble haploides mediante la

técnica de cultivan vitro de anteras.

Como segunda metodologia utilizar la selecciéstidsi mediante marcadores
moleculares para la seleccion temprana de indigiduesistentes a roya amarilla,

germoplasma que contenga los geYrésy Yr15 piramidados en su genoma.

La utilizacién de genotipos con genes piramidadegjna estrategia efectiva para
incrementar la durabilidad y la eficiencia de lsisgencia a un patdgeno, obteniendo lineas

mas estables (Kelly, Afanado, Haley y Miklas, 1994

El germoplasma obtenido podria funcionar comorpméé material progenitor en
el programa de fitomejoramiento desarrollado poPrelgrama de Cereales del INIAP, y
posteriormente la liberacion de cultivares de tgga resistencia a roya amarilla (Falconi

E., comunicacion personal, Julio 7, 2010).



1.3 Objetivo

1.3.1 Objetivo General

Evaluar la respuesta del germoplasma de tfigidi¢um aestivum L.) generado por
el Programa de Cereales del Instituto Nacional Aomdo de Investigaciones
Agropecuarias a la aplicacion de dos métodos hiotégicos para obtener y seleccionar

plantas resistentes a roya amarilla.

1.3.2 Objetivos Especificos

» Determinar el estado fenoldgico de cada genotipobfacion F; de trigo, en el que
prevalezcan el mayor numero de microsporas en etasipacleada en fase media a
tardia para iniciar el cultivim vitro de anteras.

» Evaluar la capacidad androgénica de cada genofgabhacion E de trigo mediante
la técnica de cultivin vitro de anteras.

» Evaluar la regeneracion de plantas doble haplaldesada genotipo y poblaciéa F
de trigo a partir de microcallos obtenidos medidatg&cnica de cultivon vitro de
anteras.

» Seleccionar individuos dentro de la filigl fue posean genes de resistencia a roya
amarilla mediante la utilizacion de marcadores odbres ligados a los gen¥s
y Yri5.

* Realizar una comparacion costo-beneficio de las tdosicas biotecnoldgicas
evaluadas vs. los programas de mejoramiento corraaicpara la obtencion y

seleccion de plantas de trigo resistentes a royaikbenm



1.4 Marco Teobrico

1.4.1 Trigo (Triticum aestivum L.)

1.4.1.1 Caracteristicas del trigo

El trigo (Triticum aestivum L.) es una planta autdgoma, angiosperma, Yy
monocotiledonea, que pertenece a la clase Liliepsid orden Poales, y a la familia
Poaceae (Gramene Triticum, 2010). El trigo poseemalmente dos juegos de raices
fasciculadas o adventicias que empiezan a desaselldos semanas después de la
emergencia de las semillas (Quisenberry y Reit@71Rirby, 2002; Carrera y Box, 2005).

El tallo es erguido, cilindrico, se alarga a medjda la planta crece y emite brotes
que dan lugar a nuevos tallos. La formacion denles/os brotes o macollos es un caracter
varietal y también esta fuertemente influenciado lps condiciones de crecimiento. El

apice de cada tallo fértil porta una espiga (Quisety y Reitz, 1967).

Las hojas salen del tallo de manera alterna en flias, son cintiformes,
paralelinervias y terminan en punta (INFOAGRO, 20@tan divididas en una envoltura
cilindrica denominada ligula y una parte plana de&nada lamina. La ultima hoja
producida en el tallo, la hoja bandera, se estragbatir de la tercera parte inferior, dando
a la hoja una forma oval alargagarby, 2002).

1.4.1.2 Inflorescencia y grano de trigo

La inflorescencia de la planta de trigo es un espan un eje o raquis principal, la
misma que esta compuesta de un numero variablegleepos nudos e internudos. Cada
espiga esta compuesta por una estructura mas @edar@iminada espiguilla y consiste de

2 bréacteas fértiles y de 2 a 5 flores. Cada florsta de una gluma floreada llamada lema y



una palea; entre estas estructuras se encuengairganos sexuales: 3 estambres y un
pistilo simple (Quisenberry y Reitz, 1967; Carrgidox, 2005).

El ovario contiene un solo 6vulo que presenta @gsirhentos, los mismos que

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

Las anteras son largas, en forma de punta de fiesleaencuentran adjuntas a un
filamento cilindrico que puede llegar a alcanzaa lomgitud de unos 10 mm (Quisenberry
y Reitz, 1967 y Kirby, 2002). Cada antera es dexdpradamente 3 mm de largo y tiene
cuatro camaras o celdillas que contiene los graeogolen se fusionan en dos cavidades
denominadas tecas (Lentatial., 1997; Kirby, 2002).

El centro de la antera esta constituido por tegidoectivo y en la parte media se
observa una capa que rodea los sacos polinicosmilgsma estrato fibroso, mas
internamente se encuentra el tapete constituidotefido granular que envuelve el
arqueosporio, el mismo que contiene las célulasrenadmicrosporocitos primarios que
mediante el proceso de microsporogénesis formaragtanos de polen (Lentimt al.,
1997).

Cuando los microsporocitos estan desarrolladog sufa meiosis, con el objetivo
de reducir a la mitad su numero cromosomico, fodnéda de esta manera dos
microsporocitos secundarios haploides los cualediane mitosis originan cada uno dos

células haploides denominadas microsporas (CIAZ9)1L9

Las microsporas atraviesan por varias etapas dardis, se inicia en la etapa
uninucleada temprana y continua por la etapa ulgada media y tardia. Transcurridas
estas etapas las microsporas se divide por mifegpa binucleada temprana) donde se
forman dos ndcleos: el vegetativo y el generatiwen la etapa binucleada tardia en el
citoplasma se producen granulos de almidon. Elemigenerativo mediante una segunda

mitosis forma tres nicleos haploides que formagrato de polen (CIAT, 1989).



Una vez que el polen a fecundado el 6vulo, esttunagy forma un grano de trigo.
La semilla de trigo es un fruto seco de tipo caidg@ que estd cubierto por una capa

protectora denominada gluma formada principalmdatibra (Carrera y Box, 2005).

Las envolturas externas presentes en el granoigle $on el pericarpio, el
mesocarpio y el epicarpio, compuestas de mineratetginas y vitaminas (Carrera y Box,
2005).

La testa proporciona pigmentos que dan coloradi@gnaao y es una la envoltura
que recubre la capa interna del grano denominadospermo o albumen. Esta capa
almacena nutrientes de reserva necesarios paresatrdllo del embrion, principalmente
hidratos de carbono como el almidon y proteinasoceingluten (Quisenberry y Reitz,
1967; Carrera y Box, 2005).

En la parte inferior del endospermo se encuentgemhen, lugar donde se origina

el crecimiento de la nueva planta.

1.4.1.3 Crecimiento vegetativo del trigo

Una herramienta util para el fitomejorador en ebceso de seleccion es el
conocimiento del crecimiento, desarrollo y fisidngle las plantas de trigo. Estos criterios
se encuentran descritos mediante el uso de dierezdcalas que permiten tener una

referencia del estado de desarrollo vegetativol gue se encuentre el cultivo (Gonzaléz,

n.f).

La escala méas utilizada es la escala decimal dek8agara los cereales que
incluyen diez etapas principales de desarrollo &49) y varias etapas secundarias del 0
al 9 (Tabla 1.1 y Anexo A).



Tabla 1.1 Fases de desarrollo vegetativo para cereales $&@3nala decimal Zadoks (Z).

ESTADO . ESTADO
PRINCIPAL DESCRIPCION SECUNDARIO

Z.0 Germinacion Z.0.0-2.0.9
Z.1 Desarrollo de las plantulas Z.1.0-2.1.9
Z.2 Produccion de macollos Z.2.0-2.2.9
Z.3 Elongacion del tallo Z.3.0-2.3.9
Z.4 Vaina engrosada o bota 2.4.0-2.4.9
Z5 Aparicion de la inflorescencia Z.5.0-2.5.9
Z.6 Floracion o antesis Z.6.0-2.6.9
.7 Desatrrollo del grano lechoso Z2.7.0-2.7.9
Z.8 Desarrollo del grano pastoso Z.8.0-2.8.9
Z.9 Madurez Z.9.0-2.9.9

Fuente: (Zadokst al., 1974).

1.4.1.4 Genética del trigo

Triticum aestivum es un especie que presenta 42 cromosomas Yy bndsllde
pares de bases de ADN, es un alohexaploide (2n=29xgMcintosh, Wellings y Park,
1995, Olmos, 2004 y Echenique, Schrauf y SelvaQR®u genoma (AABBDD) proviene
de tres especies diploides donantes (Olmos, 2084e@ y Box, 2005; Khan, Khalig, Shah
y Irshad, 2005).

El genoma A de la especikEiticum monococcum (2n=14), el genoma D del
progenitor Aegilops tauschii (formado entre Triticum tauschii y Aegilops sguarrosa
(2n=14). El posible donante del genoma B se creenece a la espechegilopss speltoies
(2n=14), sin embargo, estudios del origen de lapjmidiia del trigo indican que otro
posible candidato e3. speltoides (Khan et al., 2005; Office of the Gene Technology
Regulator, 2008).



En cada genoma se encuentran siete cromosomas,80%Idel ADN esta
constituidos por secuencias repetitivas, el pogjentestante estd representado por
secuencias conservadas de copia Unica o bajo niseecopias, donde se encuentran la
mayoria de los genes (Echeniaial., 2010; Martinez, Helguera y Carrera, 2010).

1.4.1.5 Importancia del trigo

Desde la antigledad el trigo ha sido cultivadovalninundial por ser el segundo
cereal de importancia en la nutricibn después delzaEs un alimento esencial en la
nutricion de la poblacion debido al contenido debchidratos, fibra y minerales. En la
industria de la panaderia y reposteria, este cereaksado como harina, es la principal
materia prima.

La produccién mundial reportada en el 2010 por tod-and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO), alcanZD®81.002toneladas. Actualmente,
China es el mayor productor de trigo, aporta ef%/de la produccion global, seguido por
la India. En el continente americano el pais que padticipacion tiene con un 9,23% de la
produccion es Estados Unidos (FAO, 2010).

La contribucion productiva de trigo por Américd 8ar en el 2010, fue apenas de
un 3,95%, produciendo 25°731.739 toneladas (FAQ,0R0de las cuales, el Ecuador
participoé Unicamente con 7.605 toneladas (FAO, 2010

En el Ill Censo Nacional Agropecuaricgalizado por el INEC en el 2002, el
Ecuador presentaba una superficie sembrada dedeidil.556 ha, a lo largo de toda las
provincias de la Sierra (Rivadeneira, 2005). Sirb&mo, para el afio 2010, segun las
proyecciones de la FAO, la superficie sembradarige €n Ecuador se redujo a 8.533
hectéareas.



Bolivar, Pichincha, Imbabura, Cotopaxi, Cafiar yniltorazo son las principales
provincias productoras de trigo (Caicedo, 2011y, embargo la produccién de estos
sectores no abastecen el consumo nacional depigcapita, que para el afio 2007 fue de
37,92 kg/persona/afio (FAO, 2007). Para cubrir éstaanda, el Ecuador importa el 98%
de este cereal proveniente en su mayoria de C48#3AGRO: Sistema de Informacion

Geogréfica y Agropecuaria, 2009).

En el aflo de 1969 la produccion de trigo ecuatoreoanzo las 94.099 toneladas
demostrando que nuestro pais bajo un manejo adealeldcultivo podria reducir la
dependencia de importacion de grano extranjer@ &ststica disminucién productiva se
relaciona a decisiones gubernamentales sobre sdysidranceles y créditos de

importacion (Rivadeneira, 2005).

Actualmente, la produccion nacional se debe enaygoria a cultivos de pequefios
agricultores que utilizan el grano y sus derivactm®o alimento diario para su subsistencia
(Rivadeneira, 2005). Sin embargo, desde el puntasie de seguridad alimentaria el trigo
es un rubro esencial para todo el pais, y des@éi@l2008, a través de un programa de
fomento del cultivo de trigo, el Programa de Cea®alel INIAP, impulsa la siembra de
este cereal mediante el desarrollo y producciéoutterares mejorados, la transferencia de

tecnologia y capacitacion al agricultor.

1.4.2 Roya amarilla Puccinia striiformisf. sp.tritici) en trigo

Una de las enfermedades que ataca al trigo egdaaroarilla o lineal, causada por
el hongo basidiomicetBuccinia striiformis denominada asi por la caracteristica de formar
estrias lineales de uredinios que producen urespoias de color amarillo-anaranjado

paralelas al sentido de la nervadura (Roelfs, $iSgari, 1992).

Una variante especial d& striiformis que solo ataca a trigo €s striiformis f.

sp.tritici, sin embargo se conoce que podria tener la cashalé infectar también a
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algunos cultivares de cebada (Andrade y Contr@@®7), pero segun Roelésal. (1992),
no se conocen hospedante alternos.

1.4.2.1 Ciclo biolégico de la roya amarilla

Puccinia striiformis es un patdégeno obligado, que se desarrolla y peodaic
enfermedad solamente al estar en contacto cofids tke la planta, es la Unica roya que se
propaga en forma constante a partir del punto téedion (Andrade y Contreras, 2007).
Probablemente es una roya hemiforme debido a quse& eitlo biolégico esta constituido
s6lo por dos estadios: de uredinio y de telio (Ratlal., 1992).

El hongo sobrevive como urediniosporas en trigdsintarios (plantas de trigo
que surgen después de la cosecha) y se dispersa&h\dento hasta que germinan de una a
tres horas después del contacto con la humedad kobuperficie de la planta hospedante,

especialmente esto ocurre por las noches (Andr&iteyreras, 2007).

Los genotipos muy suceptibles pueden estar conmpéetie infectados en 20 dias
0 menos, y una vez que las hojas se comienzan & skchongo forma pustulas

teleutosoricas de color negro que contiene telpotas.

Este patdgeno obligado se desarrolla de forma épilvajas temperaturas entre 2-
15°C, latitudes septentrionales y de zonas altasl{$et al., 1992). Necesita de humedad
alta, especialmente agua libre sobre las hojasetdin de poder infectar el tejido de la
planta (Andrade y Contreras, 2007).

1.4.2.2 Sintomatologia y efectos en las plantas

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

anaranjado y aspecto pulverulento, las mismas queah estrias paralelas al sentido de la
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nervadura. Frecuentemente, este sintoma se pusdevab por primera vez en las hojas
medias y si la enfermedad es agresiva progresagmopleto a los 12 a 15 dias después de

la infeccion incluyendo las vainas foliares (And¥gdContreras, 2007).

En cultivares altamente suceptibles la infeccidadaullegar a la espiga, afectando

las glumas y las aristas.

El potencial de dafio por roya amarilla es alto, IRoet al. (1992), menciona
pérdidas de rendimientos por granos arrugados yollnacdafiados del 50%, y en
situaciones extremas hasta de un 100% de pérdittasultivares ecuatorianos altamente
susceptibles y con una severidad total las pérdidaendimiento llegan al 96% (Ochoa
1997).

1.4.2.3 Resistencia genética a roya amarilla en go

El empleo de cultivares resistentes es una de &idas mas efectivas para la

prevencion y control de la roya amarilla (Roelfsl., 1992).

La mayoria de cultivares resistentes a roya araaeitl trigo han tenido como
fuente de resistencia a genes de herencia simpte, la pérdida continua del efecto de
estos genes o de sus combinaciones, ha obligdiionaéjorador a buscar alternativas en el
manejo de la resistencia no especifica a este halapdo a que este patdgeno tiene la
capacidad de mutar y evolucionar hacia una mayadevicia, lo que ocasiona que se

rompa rapidamente la resistencia (Villaseéia., 2009).

La poblacion de trigo ecuatoriano ha desarrollaidalencias para los genés1,
Yr2, Yr2+, Yr3V, Yr3ND, Yrd+, Yr6, Yr6+, Yr7, Yr7+, Yr9, YrO+, Yrll, Yrl2, Yrl8, Yr24,
Yr26, YrA+, YrSP, YrU, YrSD y YrCV, pero dicha virulencia no se ha desarrollado para

los genesr5, Yr8, Yrl10y Yrl5, posiblemente porque estas fuentes de resisteao@a han
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involucrado en los programas de mejoramiento (Och®@7; Ochoat al., 2007).

El genYr5 fue encontrado por primera vez en la espé&aigcum spelta album, se
encuentra localizado en el brazo largo del cromas@®BL a 21 cM de distancia del
centromero (Mclintoskt al., 1995; Zhang, Mcintosh y Hoxha, 2009). Macei6@)itado

por Yanet al. (2003), determind que es un gen de tipo dominante

El genYrl5 esta localizado en el brazo corto del cromosom3, 18 especie de

origen esTriticum turgidum cultivar dicoccoides (Mcintoskt al., 1995).

En el Ecuador, los diferencial&5/6*Avocet y Yr15/6*Avocet que poseen los
genesYr5 y Yrl5 respectivamente, no presentan factores de vinalemaazas de roya
amarilla aisladas de cultivos ecuatorianos segumcalacterizacion en invernadero de
patrones de virulencia del banco de aislamientosoglas de trigo realizado en el 2009
(Falconiet al., 2009).

La evaluaciéon de factores de virulencia de royardlagYr) en las lineas de
diferenciales realizada en campo por el Program&ealeales en los afios 2008 y 2009
afirman que los diferenciales que presentan loegér y Yr1l5 poseen resistencia a roya
amarilla (Falconét al., 2008; Falconét al., 2009).

Por otro lado, en esta investigacion a pesar geuéencia que menciona Ochoa,
(1997) y Ochoaet al., (2007) para el geirl8, es un gen candidato para desarrollar
germoplasma resistente a roya amarilla por su tafsiica de expresar resistencia en
planta adulta con un tipo de infeccion detectadoaoesistente (R) pero con un 20% de

sintomas en la superficie de la hoja (Mcinteisél., 1995).

El genYr18 también incrementa el periodo de latencia y decl&drecuencia de
infeccion asi como la longitud de las lesiones déccidon (estrias) en algunos
experimentos de invernadegi®ingh, Huerta-Espino, William (n.f) citado por Kbkt al.,
2003).
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Yrl8 se localiza en el cromosoma 7D, probablemente |lebrazo largo del
cromosoma, se encuentra posiblemente unido aelvssd. r34, que confiere resistencia a

roya de la hoja y al gdrtn, el cual controla necrosis en la hoja (Mcintesal., 1995).

1.4.3 Técnicas biotecnoldgicas utilizadas en fit@joramiento

El proceso de fitomejoramiento ha sido utilizadediela antigiiedad en busca de
caracteristicas deseables en un determinado cul@@menz6 con el mejoramiento
tradicional, el cual explora y reconoce en campggoa distintivos (fenotipo) en una
poblacion o en un individuo en particular (seleogiéon el objetivo de incorporarlos en las
siguientes generaciones (Ferreira y Grattapagh@8,1Byrne, Ward, Harrington y Fuller,
2006).

El mejoramiento inicia como tal, como una obsemwacde las mutaciones
espontaneas, proceso que no es reproducible, escpofiable y demasiado lento; vy, se
establece cuando se ejerce por parte de los fitwatgres un control artificial de este
proceso utilizando métodos como la polinizacion mlantas, pruebas de progenie,
produccién de hibridos, mutagénesis inducida, aitos (Byrneet al., 2006; Camarenat
al., 2008).

Los adelantos cientificos en este campo se extemdi la implementacion de
técnicas mas complejas como la polinizacion cruzatgaespecifica e intergenérica con la
finalidad de inducir diversidad genética de maneréficial, la aplicacion de la
biotecnologia mediante cultivia vitro de tejidos vegetales para la utilizacién y prodircc

de lineas haploides y doble haploides medianteduétoontrolados.
Adicionalmente, el fitomejoramiento actual propoestrategias basadas en

técnicas moleculares que permiten la selecciomdigiduos de interés (MAS: Seleccion

asistida mediante marcadores moleculares), la madibn genética mediante ARN de
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interferencia (ARNiI), la insercion de genes mediaméctores (ingenieria genética), la
obtencion de plantas transgénicas, entre otrandfzmeet al., 2008).

1.4.3.1 Cultivoin vitro para la produccion de plantas haploides y dobledploides

Los individuos haploides presentan un solo juegacm@nosomas o0 contenido
somatico (n) igual al contenido normal de los gamete la especie, y son plantas poco
vigorosas, pequeiias e infértiles, debido a la disondn en el tamafio de sus células (Polci
et al., 2010).

Los diploides son individuos heterocigbticos queespntan dos copias
cromosomicas (2n) (Camareetaal., 2008).

Los haploides duplicados o doble haploides (DH)gamotipos con dos juegos de
cromosomas idénticos (2n), es decir son complet@amieomocigoéticos, son individuos
fértiles y de desarrollo normal, son producto dediglicacibn cromosémica de un

individuo haploide.

Actualmente, se dispone de técnicas biotecnoldgicas para laupoogh de
haploides y doble haploides, cuya finalidad en mlceso de fitomejoramiento, es la
fijacion genética que ofrece la homocigosis a pal# los gametos sin la necesidad de

atravesar por el proceso de cruzamientos endogartiRara, Nufiez y Mornan, 1993).

Existen varias metodologias para la produccionagedides basado en el cultivo
de gametos (ginogenésis y androgénesis), la hdwiantergénerica e interespecifica,
interaccion nucleo-citoplasma y semigamia. Los e@®lhlaploides son obtenidos mediante
duplicacion cromosomica de un individuo haploided®et al., 1993; Camarenat al.,
2008; Polcigt al., 2010).
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En cereales, particularmente en trigo, se ha raporcon mayor frecuencia y
mejor potencial el desarrollo de haploides y ddidploides mediante androgénesis por
cultivo de anteras y microsporas, 0 ginogénesisianéal cultivo de évulos; sin embargo,
dependiendo del objetivo final se utiliza tambiéa truzamientos intergénericos de trigo
con Zea mays L. y con Hordeum bulbosum L. (Khiabani, Vedadi, Rahmani, y Mosavi,
2008).

1.4.3.1.1 Cultivoin vitro de anteras

El cultivo in vitro de anteras es una técnica biotecnologica basa@h @so de
gametos masculinos (anteras) inmaduros, dondeélatas gametofiticas (microsporas o
megasporas) competentes originan callos, debido praceso denominado androgénesis
(Barnabas, Szakacs, Karsai y Bed6, 2001), dondeaslicélulas cambian o inhiben el
procesoontogenético normal (formacion de granos de polemuros) para inducir el

proceso esporofitico (formacion de plantas) (Rei@h, 1993; Lentiniet al., 1997).

El desarrollo esporofitico comienza cuando lascrosporas, a través de
consecutivas divisiones mitéticas, forman un aglae celular denominado microcallo o
callo. Seguido a este proceso y una vez formad@letamente el callo, este comienza a
dividirse mas activamente hasta su diferenciacidejido parenquimatoso del cual se

diferencian los meristemas (Gonzalez, 2008).

En la siguiente etapa, los meristemas daran oages vastagos, los mismos que
formaran la parte aérea de la nueva planta, etapa gue se produce la duplicacion
cromosomica, es su mayoria las plantas resultaptés DH (2n), en algunos casos podria
no existir duplicacion formando plantas haploide} ¢ el resultado podria haber una
poliploidizacion obteniendo plantas poliploides ,(34n) (Gonzélez, 2008). Si la
duplicacion cromosomica es incompleta se produasraheuploidias, por el desbalance
genético (Lentingt al., 2008).
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Las raices aparecen en el otro extremo del calloglecual se diferencia el
primordio de la raiz originado a partir de los rennos internos. Las raices desarrollan
pelos radicales unicelulares y efimeros encargdeéok absorcién de agua contenido el
medio de cultivo (Gonzalez, 2008).

El proceso descrito anteriormente es inducido por ptesencia de altas
concentraciones de auxinas en el medio de cultivelecual son colocadas las anteras
(Lentini et al., 2008). Con el cultivan vitro de anteras potencialmente cada microspora
puede originar una planta (Bhojwani y Razdan, oitpdr Polciet al., 2005), y con la
ventaja de que cada una contiene la dotacion genéi las plantas paternas y las
recombinaciones esperadas segun las proporcioneslefieas (Rocaet al., 1993;
Equiluz, 2002).

La capacidad de respuesta al cultivo de anterasonueada capacidad
androgénica, puede ser evaluada a través de laiqmidd de callos y de plantas verdes
regeneradas (Camaredaal., 2008). Sin embargo, los sistemas de produdciitro de
haploides y doble haploides en cereales en gemafleficiente debido a que esta
capacidad en términos de efectividad esta limitamtovarios factores como la variabilidad
del genotipo, las condiciones de crecimiento deliasstas donantes de anteras, el estado de
desarrollo de las microsporas al momento de exlageanteras, la composicién del medio
de cultivo, los reguladores de crecimiento supldéadws al medio de cultivo y la
significante ocurrencia de plantas albinas regelasréHewstone, Mufioz y Cortazéar, 1990;
Rocaet al., 1993; Barnabéast al., 2001; Ramirezt al., 2007; Camarenat al., 2008;
Khiabaniet al., 2008).

Estos factores son descritos a continuacion:

17



» Variabilidad del genotipo

Los constantes ensayos de cultimovitro de anteras en diferentes cultivares de
trigo y de otros cereales demuestran que uno ddaldsres mas importantes en la
respuesta androgénica es el genotipo (Rarsir@z, 2007; Camarengt al., 2008).

La androgénesis es un proceso controlado genétitarper el gen inhibidor de la
haploidia, el gerap, y de la misma manera en el procaseitro este mismo gen se cree
es el responsable de controlar la capacidad anticagén cada genotipo (Camaremail.,
2008; Polciet al., 2010).

Zhang y Li (1984) citado por Cistué y Kasha (2006gncionan que los
cromosomas 2A y 2D contienen genes mayores redplessde la androgénesis, y que en
los cromosomas 2B, 4A y 5B podrian ubicarse genesones que actlan inhibiendo la

produccién de embriones.

La induccion de callos y la regeneracion de plas@s caracteres heredables
controlados por diferentes genes recesivos (Wesizal., 1981 citado por Rocd al.,
1993; Lentiniet al., 2001; Polckt al., 2005; Camarenet al., 2008).

» Condiciones de crecimiento de las plantas donantds anteras

Las condiciones de crecimiento de las plantas desacomo la temperatura,
fotoperiodo, la intensidad de la luz, la nutriciconcentracion de GQOas enfermedades
y otros factores de estrés afectan el culitivatro de anteras y de microsporas (Retal.,
1993; Camarenet al., 2008).

Un ejemplo de esto presenta en su investigacionin@amt al. (2007), quienes
evaluaron el efecto del genotipo, las condicionabientales y la dosificacion de &cido
hamico previa a la recoleccion de las espigas seplantas donadoras de anteras en la
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obtencion de callos y la regeneracion de plantagege En sus resultados encontraron que
las plantas que crecieron a cielo abierto con ws#idacion de acido humico promueve la

produccion de callos entre tres y cinco veces nw@srgaracion del testigo.

En el cultivoin vitro de anteras de otras especies como el arroz, litaepn de
sustancias quimicas conocidas como gametocidas somel &cido giberélico, hidracidas,
isoburiatos, etc, a las paniculas del arroz erastapciales del desarrollo podrian mejorar
la respuesta androgénica (Cleeal. 1991 citado por Lentirgt al., 1997).

» Estado de desarrollo de las microsporas

En gran medida el éxito de la produccion de hapkig doble haploides se
encuentra influenciado por el estadio en el queeseuentran las microsporas en el
momento de su aislamiento. El estadio mas conveni@ara iniciar la respuesta

androgénica en trigo es el estadio uninucleadooreetiirdio (Camarereh al., 2008).

» Pre tratamiento de la espigas previa la induccién

Una vez establecido el correcto estado de desardell polen, una manera de
incrementar la induccion de las anteras y la caresgemente la regeneracion de plantulas
es la estimulacion de las microsporas medianteartigntos con temperatura (pre
tratamiento frio o calor), choques osmaticos, psosefisicos como la centrifugacion,
irradiacion con rayos gama, aplicacion de sustan@amo manitol, anaerobiosis,
utilizacion de gametocidas e incluso cortes en daepsuperior de la inflorescencia
(Camarenat al., 2008).

En sintesis, el estrés obtenido al aplicar un g@atriento a las anteras de trigo
podria retrasar la division nuclear y mantenersandcrosporas en estado uninucleado,
adecuado para la androgénesis (Hu and Kasha, it88® por Sorianet al., 2007).
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Pierik, (1990) citado por Eguiluz, (2002) y Camarenal., (2008), afirman que
la aplicacion de temperaturas bajas permiten quéa @rimera division mitética de la
microspora se forme dos nucleos idénticos (divisiémétrica) y se inhiba la diferenciacion
de los ndcleo generativo y vegetativo y la divismiédtica desordenada (Khiabagtial.,
2008).

Adicionalmente, el frio presenta otros benefi@omo mantener la viabilidad de
las microsporas ya que evita la dehiscencia premate las anteras y la senescencia del
polen, inhibicion de la expresion de los genes cutrolan el desarrollo gametofitico
permitiendo el desarrollo esporofitico (Lentanial., 1997). Rocat al. (1993), menciona

que el tratamiento con frio podria disminuir eliikmo en los cereales.

El pre-tratamiento con frio podria inhibir la exgiten de genes que controlan el
desarrollo gametofitico induciendo el desarrollpcesfitico (Chenret al., 1991 citado por
Lentini et al., 1997).

El frio también podria presentar efectos negatisiebido a la deshidratacion
celular y como consecuencia disminuir la diferecidia de la microspora (Hewstoret al.,
1990).

El pretratamiento de las anteras con una soluagdmaiitol tiene efecto sobre la
presion osmatica, lo que conlleva a la célula adpecor un aminoacido que favorece la
embriogénesis (Hewstormeal., 1990).

» Composicion del medio de cultivo

La division celular de las microsporas es altamdefendiente de las condiciones
osmoticas y nutricionales que ofrece el mediowdgvo (Polciet al., 2010), por lo tanto

el contenido y el tipo de carbohidrato suministradcel medio es de gran importancia en el
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proceso androgénico ya que funcionan como regudadosmoéticos (George, Hall y De
Klerk, 2008).

La sacarosa y la maltosa son los carbohidratos utiésados en el cultivo de
anteras de trigo, se recomienda como 6ptimo eldes®% de sacarosa en el medio de
cultivo (Han, 1985; Henry y Buyser, 1990). Mientase Lentiniet al. (1997) y Engafa

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

Los medios utilizados para la regeneracion de plasit requieren menores
cantidades de azlcares, sin embargo resultan nexitosos si se los compara con los
medios de induccion (Roh al., 1993; Polciet al., 2005). La reduccion se debe a que la
sucrosa en el medio inhibe la formacion de cloapfipor lo tanto interfiere en la

fotosintesis de las plantas regeneradas (Gebaye 2008).

En otros cereales como el arroz la glucosa potigan a ser inhibitoria en el
proceso androgénico si no es rapidamente metabalizar las anteras, mientras que el uso
de otro carbohidrato como es el manitol solo estiefe en fases iniciales de induccién

pero no ayuda en la formacion completa del calenfiniet al., 1997).

Las fuentes de nitrogeno como la glutamina y leaggpna son recomendadas
como alternativa para la utilizacion de bajas cotreeion de nitrato de amonio. La
relacion entre la concentracion de amonio y dataisren el medio de cultivo puede influir
en el crecimiento y diferenciacion de callos, es d¢ereales las altas concentraciones de
amonio inhiben la formacion de callos (CIAT, 1988ntini et al., 1997).

Las vitaminas adicionadas al medio provee de amfestenzimaticos necesarios

para las microsporas (CIAT, 1989).

Gelificantes como el agar, el phytagel y el gdirhan sido eficientemente

probados y se establecen como alternativas masmicas comparadas con el ficoll.

21



La adicién de ficoll al medio de cultivo puede iwrentar la produccion de
plantas y la diferenciacion de las células de &os, pero no hay efecto sobre la induccion

de callos (Hewstone y Muioz, 1992).

En los medios liquidos, la adicion de extracto @pappuede incrementar la
obtencion de plantas verdes (Retal., 1993). De la misma manera la utilizacion de agua

de coco podria facilitar el desarrollo de embriotiesctamente de la microspora.

La adicion de otros compuestos como carbon actieadtos medios de cultivo
para evitar la senescencia precoz de las anteraorsgce que inhibe totalmente la
formacion de callos, mientras que el acido citrpodria incrementar la respuesta
androgénica en un 55%, aunque la regeneracionatapl podria disminuir (Lentiet al.,
1997).

» Reguladores de crecimiento suplementados al medie dultivo

En general, la obtencion de callos se encuentrarrdetada por la relacion

eficiente de concentraciones de auxinas y citogasiadicionadas al medio de cultivo.

Para el cultivoin vitro de anteras de trigo es indispensable la utilizadé
concentraciones de 1,5 a 2 mg.Lde la auxina sintética 2-4D (Acido 2,4
diclorofenoxiacético) junto con bajas concentrae®mle citoquininas (Camareegaal.,
2008).

Mientras que para la etapa de diferenciacion aellgl callo las auxinas en bajas
concentraciones estimulan el enraizamiento y lt&s atoncentraciones de citoquininas
promueven la formacion de brotes, hojas y talloting et al. (1997), menciona que para la
regeneracion de plantas enraizadas las proporcideakes de las dos hormonas son 1:4 y
1:2.
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En los medios de regeneracion de plantas es recablenincluir la auxina acido
naftalén acético (ANA) con una concentracién de @.Lfh ya que no impide la

diferenciacion celular junto con 4 mg-He la citoquinina kinetina (Lentiwt al., 1997).

* Condiciones de incubacion del cultivo

Condiciones de temperatura, fotoperiodo, intensakath luz, humedad relativa y
tiempo de incubacién son factores que participanimdeera directa en la induccién de
callos y la regeneracion de plantulas, principabmeporque influyen en la tasa de
absorcion nutricional.

En trigo para aumentar la produccion de callos ylifarenciacion en plantas
verdes es recomendable incubar las anteras alglinesa 33°C y después disminuir la
temperatura a 24°C segun Han (1985).

En el proceso de incubacion aspectos como la dehsie anteras sembradas y la
atmosfera del recipiente de cultivo, son factores mpfluyen en la induccion de callos,
aungque son aspectos poco estudiados (Lesttati, 1997). Se conoce que existe un efecto
insignificante en la respuesta de las anteraslav@un vitro al utilizar densidades de 10
contra 20 anteras sembradas por mililitro (OrshinsBadasivaiah 1997).

* Albinismo

El mayor inconveniente sugerido por varios auteregl proceso de regeneracion
de plantas en cereales es el albinismo, condiaiénimita la eficiencia de regeneracion en
un 99% en cebada, de 70 al 90% en arroz y de une82%tgo duro (Jiménez, 1999).

El albinismo esta altamente influenciado por elagigo y se ha sugerido que
ocurre por la supresion del ADN de los cloroplastpsr la deficiencia del ARN ribosomal
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de los plastidos (Rooat al., 1993; Camarenet al., 2008). Lentiniet al, 1997 manifiesta
que otro posible motivo de la obtencion de plaathsas es la falta de expresion de genes

responsables del desarrollo normal de los cloraphade la sintesis de clorofila.

La edad del callo, la temperatura de induccionggmeracion, la concentracion de
reguladores de crecimiento y sales en el medio ulva@ son factores que podrian

incrementar la ocurrencia de albinismo (Ckea., 1991 citado por Lenitiet al., 1997).

1.4.3.1.2 Duplicacion cromosémica

La duplicacion cromosOmica tiene la finalidad dgréo homocigocis y restaurar la
fertilidad de individuos haploides (Camaresaal., 2008), la misma que puede ser
espontanea o inducida.

Generalmente la duplicacion inducida se realiza @gentes quimicos como el
acenafteno, hidrato del cloral, sulfanilamida, éxittroso, colchicina y 8-hidroxiquinolina,
los mismos que pueden ser aplicados en plantasaadylantulas, semillas, anteras y
microsporas. El proceso de duplicacién se puedarlla cabo también en callos, si estos
son tratados con colchicina antes de ser trasladatonedio de regeneracion, y otra
alternativa es suplementar este agente directanaémezdio de induccién. Sin embargo,
este Ultimo procedimiento altera la embriogéneass, en trigo se manifiesta con una
reduccién de la embriogénesis (Camarerah., 2008; Polckt al., 2010).

Todos son compuestos inhibidores de la divisiénlael detienen la mitosis en
metafase o en anafase, evitando el reparto derdosadtidas de un cromosoma durante la
mitosis, provocando la poliploidia de la célulaafil ya que aunque no hay separacion, si
hay duplicacién del material genético; actian saddr@roceso de formacion del huso
acromatico, impidiendo el paso hacia la anafassugando el acortamiento y dispersion de

los cromosomas (Valladolid, Blas y Gonzélez, n.f.).
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El huso acromatico esta formado por microtubulosstituidos por dimeros dey
B tubulina que en metafase se unen a los cinetod®mosentromero de los cromosomas,
dirigiendo la migracién de las cromatides hermaodsaternales hacia los polos de la
célula (Valladolid, Blas y Gonzalez, n.f.).

La colchicina y otros agentes diploidizantes bl@glaeadicion de las subunidades
de tubulina a los extremos de los microtdbulostertss, originando la depolimeracién de
los mismos y consecuentemente la no formacion usb lacromético (Lodiskt al., 2000
Camarenat al., 2008; Polcet al., 2010).

Las células originadas después de un tratamientongado de estos inhibidores
por mas de un ciclo celular pueden ser tetraplo{de3, por duplicacion del material
genético, pero al inhibirse la formacion de lagd#del huso acromatico no migran las
cromatidas hermanas para formar dos nucleos indepgas, de forma que se restituye
una membrana nuclear alrededor de un ndcleo caoerido multiplicado (Lodislet al.,
2001).

Existen algunos métodos para determinar el nivgbldelia del material vegetal
obtenido como el conteo de cromosomas, la ideatiftm fenotipica y adicionalmente, es
posible el utilizar genes marcadores, cuyos fenstgominantes y recesivos sean de facil
discriminacion (Polcet al., 2010).

1.4.3.1.3 Aplicaciones y ventajas de los haploidey doble haploides en

fitomejoramiento

Los haploides espontdneos surgen en muy baja frei@ein embargo la utilidad
en fitomejoramiento se presenta como haploidesichgds (doble haploides) ya que
carecen de genotipos heterocigotos lo que perndteaxpresion de caracteres recesivos
facilitando el analisis genético (Camarestaal., 2008). Como consecuencia permite la

seleccidn de genotipos de interés en tiempos mi&ssco
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Como menciona Rocet al. (1993), las poblaciones homocigotas como los DH
presentan la variabilidad propia a la generaci@igmas tienen la ventaja de que en cada
individuo su sistema genético esta fijado y noess&gregacion adicional. Camarehal .,
2008; Polci,et al.; 2010 concuerdan en que estas poblaciones presmiatgor variacion
genética aditiva y ausencia de variacion genétadd a la dominancia, si se las compara
con poblaciones segregantes. Por estas carac&sjdts DH facilitan, mejoran y aceleran

los procesos de seleccion en el fitomejoramientweoncional.

Un ejemplo de lo mencionado anteriormente se digogmera vez en Francia en
el aflo 1987 cuando se desarrollé una nueva variégladgo obtenida mediante cultivio
vitro de anteras, denominada ‘Florin’ a partir de unblgmon F (De Buyser, Henry,

Lonnet, Hertzog y Hespel, 1987).

Moieni, De Vallavieille-pope y Sarrafi (2006), afian que la produccion de doble
haploides mediante cultivim vitro de anteras es un método eficiente para fijar gdees

resistencia a roya amarilla.

Los rendimientos agrondmicos de los dobles hapomtn similares e incluso
mejores que la poblacién testigo, como confirmaBDgser y Henry (1986) en Roehal.,
(1993), por lo tanto la utilizacion de métodos dedpccion de haploides duplicados no
interfieren en los rendimientos finales, pero efisipensable considerar detalles como la
correcta eleccion de los progenitores para el oniez#o y el potencial genético del hibrido

con el que se inicia el proceso (Retal., 1993).

En general, la mutagénesis vy la transformaciogtimson herramientas valiosas
en fitomejoramiento. Su aplicacion en poblacionapldides y consecuente duplicacion
con colchicina permiten obtener homocigosis magafpente en el mutante o transgen
deseado (Polat al., 2010).
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Otro uso representativo de los DH es la generad@&mpoblaciones de mapeo,
especialmente en estudio de caracteres cuantgatmo QTLs (quantitative trait loci) por

ser poblaciones estables y en homocigosis (leo#ti, 2010).

1.4.3.1.4 Desventajas del uso de doble haploides

El proceso androgénico en el que se basa el cuitiviiro de anteras presenta las
variaciones genéticas tipicas de los procesos ltieccin vitro de tejidos, conocidas como
variaciones somaclonales, las mismas que el afid $88e definieron como variacién
gametoclonal a aquella variacion somaclonal quebserva después del cultivo de 6vulos
y anteras, frecuentemente incluyen cambios esmaletl en los cromosomas, variantes
cromosomales (aneuploides), plantas albinas, fendsnenutacionales como plantas

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

Las variaciones genéticas constituyen un recurgmitante si la finalidad es
obtener variabilidad, pero en la produccion de BHie proceso indeseable ya que en las
siguientes generaciones obtenidas de plantas megEsemostraran segregacion fenotipica
haciendo necesario la evaluacion de la estabiligadética en por lo menos dos
generaciones. (Jiménez, 1999). Hu, (1986) citamoRocaet al. (1993), encontré un
porcentaje entre el 10 al 12% de segregacion engsale trigo obtenidas a partir de polen,
especialmente se manifiesta cuando los DH son idloende poblaciones ;Fen

comparacion con los;F

La mayor limitacion de la produccion rutinaria debkk haploides en programas
de fitomejoramiento, especialmente en cerealeslaealta dependencia que tiene la
metodologia al genotipo, como se aclaro en el apart.4.7.2.1, consecuencia de esto la
regeneracion de plantas doble haploides podriagarlla ser incluso ineficaz. Sumada a
esta desventaja esta el alto porcentaje de plaiiiasas y el costo relativamente elevado

que el método requiere (Soriagtaal. 2007; Camarenet al., 2008).
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1.4.3.2 Seleccidén asistida por marcadores (MAS)

La seleccidn asistida por marcadores (Marker t@skielection, MAS), segln lo
descrito por Carrera, Tranquilli, Garayalde y Hel@ (2010): “es un proceso de seleccidon
indirecto basado en la existencia de co-segrega€dtie marcadores y un gen
determinado.” Por tal motivo, MAS es una herradede seleccion basada en la
identificacion de una secuencia de ADN cercanaysac codificante) al gen de interés
(Olmos, 2004).

La aplicacion de técnicas moleculares mediantesiéle asistida por marcadores
moleculares en los programas de fitomejoramientchae establecido como valiosos
métodos para la seleccion de germoplasma que paesgenes cuya expresion fenotipica
esta controlada por el medio ambiente o por geaagsistencia a enfermedades (Ferreira
et al., 1998) incluida la resistencia especifica en usnmm genotipo por el efecto
acumulativo de varios genes (piramidacion) (TralfigpiSuarez (n.f) citado por Kohkt
al., 2003; Carrerat al., 2010).

Otro de los beneficios de la utilizacion de estgo tide seleccion es la
independencia de la técnica con respecto al estadesarrollo de la planta, ya que permite
la identificacion y seleccion de un genotipo deliés en etapas tempranas del desarrollo
fisiologico (Nuez y Carrillo, 2002; Olmos, 2004), gon la ventaja adicional que es
independiente del fenotipo y el ambiente (Olmo$42Carreraet al., 2010).

1.4.3.2.1 Utilizaciéon de marcadores moleculares &hAS

El polimorfismo o variacion que presenta un caradeterminado es definido

como un marcador genético, dicha variacion pueddetectable en los individuos de una

poblacion mediante marcadores morfolégicos, biogqds) funcionales o moleculares.
(Martinezet al., 2010).
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Un segmento ADN con ubicacién conocida y distintguiiior la herencia en los
individuos de una poblacién es considerado un mdarcanolecular, basado en esta
definicibn la utilizacion de estos marcadores ptamiacelerar los procesos de
caracterizacion y seleccion de individuos, ya geieusan para identificar la presencia o

ausencia de un gen en particular (Nuez y Car@ihg?2).

Actualmente se dispone de un gran nimero de maeadwleculares basados en
la hibridacion del ADN o en amplificaciones de tlPGR (Reaction Chain Polymerase), las
mismas que pueden ser amplificaciones arbitrari@nplificaciones sitio-especifica de
segmentos de ADN. Estos ultimos requieren del diskfiprimers o cebadores especificos

para la amplificacion de un locus determinado (Maget al., 2010).

En este contexto se hace referencia a dos tippgadesadores moleculares del tipo
sitio-especifico, los maracdores STS (Sequence€khg@ite) y los marcadores

microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats).

No obstante, es importante mencionar que tambiérutdiegan marcadores
moleculares derivados de ADN gendmico o de segragndascritos del ADN como son
los SNPs (Polimorfismo de un Solo Nucleétido). QGlados SNPs se encuentran en
regiones codificantes se los pueden asociar totdéme caracter de interés, haciéndolos

extremadamente Utiles en los programas de MAS (Mentt al., 2010).

e Marcadores moleculares STS (Sequence-Tagged Site)

Los STS o secuencias de tipo especifico son frageemwmrtos de ADN de copia
Unica con ubicacién conocida en el cromosoma o man(Nuez y Carrillo, 2002), son
marcadores del tipo PCR, por lo tanto requierencdaebcimiento de la secuencia para el
disefio de los primer especificos (Martieeal., 2010). Estos marcadores moleculares son
obtenidos mediante la conversion de RFLP en mareadmsados en PCR (Ferredtal .,
1998).
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Martinezet al. (2010) comenta que el mayor inconveniente derasi@adores es
el bajo polimorfismo existente entre cultivaresl@enisma especie, pero que en trigo esta
limitacion se ha superado con éxito, desarrollandocadores STS para la identificacion de

caracteres del tipo agronomico, de resistencideareadades y de adaptacion.

En mejoramiento asistido (MAS) este marcador esliampnte utilizado por su
metodologia transferible y de facil reproduccidrog@rciona adicionalmente, el analisis de
varios locis en un mismo gel, y con la ventajaeteusn marcador codominante (Martiretz
al., 2010). Adicionalmente, los marcadores STS soledifpara el mapeo de regiones
gendomicas de interés en plantas (Weining y Langriffgf) citado por Ferrerirat al.,
1998).

* Marcadores microstélites SSRs (Simple Sequence Rap®

Las secuencias cortas de ADN en tandem de 1 aléatdos repetidas de 10 a
100 veces son conocidas como regiones microsatéligSRs (Simple Sequence Repeats)
(Nuez y Carrillo, 2002). En los organismos eucasptlos microsatélites se encuentran
distribuidos en todo el genoma y forman locis genétaltamente polimérficos (Ferreiga
al., 1998).

El polimorfismo en el que se basan los SSRs esifmhilidad del nimero de
repeticiones del ‘motif ’, por lo tanto varia ehtafio del microsatélite, esta variabilidad se
origina durante la replicacion del ADN por erroghgrante el copiado de la secuencia
repetida por la ADNpolimerasa, eliminando o incogmalo repeticiones (Crouc al.,
1998 citado por Infante y Rodriguez, (n.f). Segkiartinezet al. (2010) otro causa de la
variacion es el entrecruzamiento desigual entrencsomas homologos provocando que

los alelos aumenten el nUmero de repeticiones.
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Estos marcadores moleculares requieren el conadionjgrevio de la secuencia
‘tagged’ ya que son detectados con iniciadoresoffspes de 20 a 30 pb que flanquean al
motif repetido mediante amplificaciones por PCR,visualizados por electroforesis en
geles de poliacrilamida en condiciones denaturaptas tincion en nitrato de plata,
autoradiografia con primers marcados radioactivéenem mediante secuenciacion

automatica con primers fluoromarcados (Ferretia., 1998; Martinezt al., 2010).

La aplicacion de los SSRs es extensa en mejoraongamtetico como marcadores
diagnostico especialmente en especies autbgamas ebingo por su caracteristica de
multialelismo, es decir que son altamente polimés por locus (Infante y Rodriguez, n. f;
Karp, Kresovich, Bhat, Ayad y Hodgkin, 1997; YaneOrlando, 2002; Martinegt al.,
2010).

Muestran alta precision en la determinacion deos)ekon de uso simple y
facilmente reproducibles (Weising, Nybom y Wolff)(®). Ademas por ser marcadores
codominantes permiten la visualizacion de los alele un individuo heterocigoto sin
requerir altas concentraciones ni excelente calitledDN iniciador (Infante y Rodriguez,
n.f; Manifesto, Schlatter, Hopps, Suarez y Dubcgwsk Kohli y Francis, 2000). Por lo
tanto, son ideales en programas de identificacidhisgriminacién de genotipos, mapeo
genético y estudios de genética poblacional (Fareeal., 1998).

En contraste, la mayor desventaja al incorporarosesinarcadores en
fitomejoramiento es que pueden existir alelos npl@glucto de mutaciones en el sitio de
hibridacion del cebador, estos alelos no se vigaialy hacen que individuos heterocigotos
sean encasillados como homocigotidarp et al., 1997) Ademas, la presencia de "bandas
tartamudas" pueden complicar el analisis y la lectde los geles, estas bandas son
erroneamente interpretadas como alelos ya que smugios de la amplificacion que
difieren en una unidad de repeticidn con respectbeto original (Chambers y MacAvoy,
2000 citado en Yénez y Orlando, 2002).
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1.4.3.2.2 Seleccién asistida por marcadores moleatés en trigo

Actualmente, los programas de fitomejoramiento eoional para trigo incluyen
dos métodos de seleccion: seleccion por pedigssegcion por retrocruzas, los mismos
que pueden llegar a ser mas eficientes combindsdodm la seleccion asistida por

marcadores moleculares. Ventajas que se describ@mtiauacion:

En el primer método de mejoramiento la inclusionMiES permite disminuir la
cantidad de individuos seleccionados en la gen@ardg, aumentando el nivel de fijacion
de los genes o caracteres de interés para la €elentlas siguientes generaciones (Olmos,
2004).

De la misma manera, la utilizacion de MAS en l@sabn por retrocruzas permite
la seleccion en la generacién segregante de logstiges heterocigotos para el gen de
interés, especialmente si dicho gen se heredardmfeecesiva (Koebner y Summers, 2003
citado por Olmos, 2004).

1.4.3.2.3 Piramidacion de genes

La piramidacion o apilamiento de genes se entiecdeo el proceso de
acumulaciéon de mdltiples genes en una misma plat&e otras finalidades, para
establecer una resistencia duradera (Sagbak, 1993; Kellyet al., 1994; Mclintostet al.,
1995; Tranquilli y Suarez, (n.f) citado por Kol al., 2003; Cheret al., 2003; Olmos
2004).

En la practica, la piramidacion requiere la idecdi€ion de germoplasma

resistente y genéticamente diferente, resistenmasera incorporada a una linea avanzada
mediante cruzamientos (Roe#isal., 1992).
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1.5 Hipotesis
Ho: Los genotipos y poblaciones, Fevaluados mediante dos métodos

biotecnologicos de fitomejoramiento no permite ldeacion ni la seleccion de plantas de

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

MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

El proyecto de investigacion se realiz6 en lasalastones del Departamento
Nacional de Biotecnologia (DNB) en la Estacion Ekpental Santa Catalina (EESC)
mediante el proyecto ejecutado por el Program@eateales (PC): “Plan de recuperacion y
fomento del Cultivo de Trigo en Ecuador, mediartdesarrollo y produccion de semillas
con eénfasis en difusion de cultivares mejoradognsfierencia de tecnologia y

capacitacion”.

Los colaboradores cientificos del proyecto fueira. Karina Proafio (Directora),
Msc. Monica Jadan (Codirectora), Dr. Eduardo Mori{Responsable del DNB), Ing.
Jacqueline Benitez (Técnica Laboratorio de CultieoTejidos del DNB), Ing. Gabriela
Mifio (Técnica del Laboratorio de Biologia Moleculdel DNB), Ing. Luis Ponce
(Responsable del PC), Ing. Javier Garéfalo (Técdad?C).

2.2 Zona de estudio
2.2.1 Fase de siembra

La fase de siembra se realizé tanto en los invemoadcomo en los campos
experimentales de la Estacion Experimental Santali@a (EESC) del Instituto Nacional

Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIABicado en la parroquia Cutuglagua,

canton Mejia en la provincia de Pichincha.
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En el Cuadro 2.1 se describen las condiciones géogs y ambientales del sitio

experimental.

Cuadro 2.1 Caracteristicas geograficas y ambientales delsxperimental, INIAP, 2011.

CARACTERISTICAS GEOGRAFICAS Y
AMBIENTALES !

Provincia Pichincha
Canton Mejia
Parroquia Cutuglagua
Latitud 00°22°00" S
Longitud 79°32°00” O
Altitud 3058 m
Precipitacién promedio anual 1430 mm

Campo Invernadero

Humedad Relativa 79,63% 42,1%
Temperatura promedio anual 12,38°C 18,5°C

Temperatura maxima 24°C 28,3°C
Temperatura minima 4°C 4,4 °C

2.2.2 Fase de laboratorio

La fase experimental se ejecutd en los Laboratad®sCultivo de Tejidos y

Biologia Molecular, pertenecientes al Departaméfd@oional de Biotecnologia.

! Datos proporcionados por la Estacién Meteorolédimbamba, perteneciente al Instituto Nacional de
Meteorologia e Hidrologia (INAMHI), 2010.
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2.3 Periodo de investigacion

La investigacion tuvo un tiempo de duracion de E3es.

2.4 Disefio estadistico

2.4.1 Fase de cultivon vitro de anteras

Con el objetivo de determinar la influencia dehgf@po y los medios de cultivo
en la respuesta androgénica mediante la induc®drallos de cada genotipo y poblacion
F, se realizo un experimento factorial AxB dispudsdfm un disefio completamente al azar
(DCA). El experimento factorial incluyd 30 tratamies y diferente numero de

observaciones.

2.4.1.1 Unidad experimental

La unidad experimental estuvo conformada por ufeRatri de vidrio de 60 mm

de diametro que contenia 30 anteras extraidasdiegenotipo o poblacion, Fcolocadas

sobre uno de los medio de cultivo de induccion.

2.4.1.2 Factores de estudio

a. Genotipos

En el Cuadro 2.2 se detallan los genotipos y palni@es F de trigo que se

utilizaron en la evaluacion de la respuesta andiicgéempleando la técnica de cultivo

vitro de anteras.
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Cuadro 2.2 Genotipos y poblaciones He trigo empleados para la evaluacion de la

respuesta androgénica empleando la técnica decurtvitro de anteras, INIAP, 2011.

GENOTIPOS DE TRIGO Cddigo
INIAP-ZHALAO 2003 O1
INIAP-COJITAMBO 92 02
INIAP-QUILINDANA 94 O3
INIAP-VIVAR 2010 O4
Waxwing Os
Yr5/6*Avocet Js
Yr15/6*Avocet g7
Yr18/3*Avocet Os
POBLACIONES F»,

Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet Jo
Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDANA 94 Jio0

b. Medios de cultivo

En el Cuadro 2.3 se presentan los medios de cutvinduccion de callos que se

utilizaron para el desarrollo de la fase de cultivaitro de anteras en el presente estudio.

Cuadro 2.3 Medios de cultivo de induccion de callos utidlma en el cultivon vitro de
anteras, INIAP, 2011.

MEDIOS DE CULTIVO Cddigo
Medio W14 m;
Medio W14mal mo
Medio de Papa-2 ms
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2.4.1.3 Tratamientos

El Cuadro 2.4 presenta los treinta tratamientodyxto de la interaccion entre los

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

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

tres medios de cultivo de induccion, INIAP, 2011.

SIMBOLO | INTERACCION TRATAMIENTO

4 o Anteras del genotipo INIAP-ZHALAO 2003 esparcidas
en el medio W14 de induccion.

. G m, Anteras del genotipo INIAP-ZHALAO 2003 esparcidas
en el medio W14mal de induccion.

N o ms Anteras del genotipo INIAP-ZHALAO 2003 esparcidas
en el medio Papa-2 de induccion.

. _— Anteras del genotipo INIAP-COJITAMBO 92 esparcidas
en el medio W14 de induccion.

N WM, Anteras del genotipo INIAP-COJITAMBO 92 esparcidas
en el medio W14mal de induccion.

N wms Anteras del genotipo INIAP-COJITAMBO 92 esparcidas
en el medio Papa-2 de induccion.

N & My Anteras del genotipo INIAP-QUILINDANA 94
esparcidas en el medio W14 de induccion.

N G, Anteras del genotipo INIAP-QUILINDANA 94
esparcidas en el medio W14mal de induccion.

. s Anteras del genotipo INIAP-QUILINDANA 94
esparcidas en el medio Papa-2 de induccion.

o g Anteras del genotipo INIAP-VIVAR 2010 esparcidas|en
el medio W14 de induccion.
Anteras del genotipo INIAP-VIVAR 2010 esparcidas|en

t11 Qs My

el medio W14mal de induccion.
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Cuadro 2.4 Continuacion...

en

edio

edio

edio

Anteras del genotipo INIAP-VIVAR 2010 esparcidas
t m
L2 % M el medio Papa-2 de induccion.
Anteras del genotipo Waxwing esparcidas en el m
ti3 0 M . L
W14 de induccion.
Anteras del genotipo Waxwing esparcidas en el m
ti4 G5 M . -
W14mal de induccion.
Anteras del genotipo Waxwing esparcidas en el m
ti5 05 M3 . .
Papa-2 de induccion.
Anteras del genotipoYr5/6*Avocet esparcidas en
tie O M . . L
medio W14 de induccion.
t Anteras del genotipoYr5/6*Avocet esparcidas en
m
Y %M medio W14mal de induccion.
Anteras del genotipoYr5/6*Avocet esparcidas en
tis Gs M3 . . -,
medio Papa-2 de induccion.
t Anteras del genotipoYrl5/6*Avocet esparcidas en
m
* o medio W14 de induccion.
t Anteras del genotipoYrl5/6*Avocet esparcidas en
m
% e medio W14mal de induccion.
t Anteras del genotipoYrl5/6*Avocet esparcidas en
m
2 brime medio Papa-2 de induccion.
t Anteras del genotipoYrl8/3*Avocet esparcidas en
m
* % M medio W14 de induccion.
t Anteras del genotipoYrl8/3*Avocet esparcidas en
m
= % M2 medio W14mal de induccion
Anteras del genotipoYrl8/3*Avocet esparcidas en
t24 gg m3 . . .z
medio Papa-2 de induccion.
Anteras de la poblacion, Fr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet
tos Qo M

esparcidas en el medio W14 de induccion.

39



Cuadro 2.4 Continuacion...

Anteras de la poblacion, Frr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet
tos Qo My . . . L,
esparcidas en el medio W14mal de induccion.
Anteras de la poblacion , Fr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet
to7 Qo M3 . . . -
esparcidas en el medio Papa-2 de induccion.
Anteras de la poblacion , Yr18/3*Avocet/INIAP-
tog Gio M N . . -
QUILINDANA 94 esparcidas en el medio W14 de inddoc
Anteras de la poblacic F, Yrl8/3*Avocet//INIAP-
tog Gio My - . : -
QUILINDANA 94 esparcidas en el medio W14mal de iccian.
Anteras de la poblacic F, Yrl8/3*Avocet//INIAP-
Tao0 P10 M3 - . . o
QUILINDANA 94 esparcidas en el medio Papa-2 deiguibn.

2.4.1.4 Andlisis estadistico

Un andlisis de varianza (ADEVA) se realiz6 paral@aala respuesta androgénica
mediante la interaccion de cada genotipo y pohbta&jdcon los medios de cultivd.os
datos importantes que contendra el ADEVA se prasemtel Cuadro 2.5:

Cuadro 2.5ADEVA para la evaluacion de respuestas androg@micz0 tratamientos
resultantes de la interaccion de los genotiposigie ton tres medios de cultivo de
induccion, INIAP, 2011.

Fuente de Variacion Grados de Libertad
(FV) (GL)

Total 299

Tratamientos 29
Germoplasma (g) 9
Medios de cultivo (m) 2
gxm 18

Error experimental 270
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Los factores en estudio y su interaccion que rasrit significativos fueron

analizados mediante la prueba de Tukey al 5% sabdlecer rangos de significacion.

2.4.2 Fase de seleccion asistida con marcadores euollares

2.4.2.1 Factores de estudio
a. Genotipos de trigo

En el Cuadro 2.6 se detallan los genotipos de trignfueron utilizados en la fase

molecular.

Cuadro 2.6 Genotipos y poblaciémfe trigo utilizados para la seleccion asistida con

marcadores moleculares, INIAP, 2011.

POBLACION F, Cddigo
Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet 01
GENOTIPOS DE TRIGO

Yr5/6*Avocet (Control positivo) o2
Yr15/6*Avocet (Control positivo) O3
Moroco (Control negativo)* Oa

*Genotipo susceptible

b. Marcadores moleculares.

En el Cuadro 2.7 se describen los marcadores malesuempleados para

determinar la resistencia a roya amarilla en edgmte estudio.
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Cuadro 2.7 Marcadores moleculares para resistencia a royalEmniNIAP, 2011.

MARCADOR MOLECULAR GEN Cddigo
STS-7/STS-8 Yr5 Y1
Xbarc8 Yrl5 Yo

2.4.2.2 Unidad experimental

La unidad experimental estuvo conformada por un ggpendorf que contienia la
muestra de ADN, de aproximadamente 3 g, extraidéejiio foliar en plantula de los

genotipos de trigo descritos en el Cuadro 2.6.

2.4.2.3 Andlisis bioinforméatico

La seleccidon de individuos portadores de los doegese determind mediante la
relacion de presencia o ausencia de una bandaratfigto amplificado en un peso (pb)
especifico para cada gen, con base en la estamtlarizpara la amplificacion de
marcadores moleculares ligados a genes de resesgemnaya amarilla de trigo en el que se
incluia germoplasma nacional propuesto por Vinug@al y mediante datos reportados en

estudios en germoplasma foraneo.

Para el locusyrl5 el analisis y seleccion se realizé mediante elotjpaje de
alelos en el software SAGA-GT version 3.1, permiie la seleccidbn de portadores y
diferenciacion entre individuos homocigotos y haetegotos.

Mediante el programa Photo-CaptMw (version 10.0yesdiz6 la seleccion de

individuos portadores del géfn5.
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La seleccion final se realizd6 solamente de indieglgue presentaban los dos

genes piramidados.

2.5 Procedimientos

El experimento se dividido en dos fases:

» La primera fase consta de actividades correspotediext cultivain vitro de anteras:
la siembra de semillas de cada genotipo y pobldéid@n invernadero y en campo
para la obtencion del material vegetal, siembnacabacion de anteras de trigo en
un estado de desarrollo 6ptimo para la formaciérales, y a partir de estos se

realiz6 la regeneracion de plantas.

» La segunda fase, de seleccion asistida con maesdwleculares, corresponde a
la siembra en invernadero del material vegetalimgdd a la seleccion molecular,
esta fase incluye la extraccion, cuantificacion glidacion de ADN vy la
amplificacion con marcadores moleculares ligadagemes de resistencia a roya

amarilla.

Adicionalmente, se realizO una comparacion costefieo de las dos técnicas
biotecnologicas evaluadas con los programas de ramjento convencional para la
obtencion y seleccion de plantas de trigo resisgeatroya amarilla.

2.5.1 Fase de cultivon vitro de anteras
2.5.1.1 Seleccién y siembra del germoplasma
El germoplasma utilizado estuvo conformado por agémotipos y/o variedades y

dos poblaciones segregantes de la filjad€trigo (Cuadro 2.2 y Fig. 2.1).
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Figura 2.1 Germoplasma de trigo utilizado en la investigac&rCultivar INIAP-
QUILINADANA 94, b. Cultivar INIAP-COJITAMBO 92, c. Linea promisoria Waxwing. Filial
F, Yr5/6*Avocet/Nr15/6*Avocet, e.Filial F, Yr18/3*Avocet//INIAP-QUILINDANA 94, INIAP,
2011.

Los genotipos de trigo fueron seleccionados corfirlalidad de evaluar su

capacidad androgénica y su consecuente regenempiantas, aquellos que presenten alta

respuesta androgénica podria ser utilizados condoeparecurrentes en programas de

fitomejoramiento.

Las filiales F de trigo fueron obtenidas en invernadero por @gfma de
Cereales del INIAP segun el esquema de selecciomveogional (bloques de

cruzamientos).

La poblacion segreganteYr5/6*Avocet//Nr15/6*Avocet es producto del
cruzamiento de los parentaleé§5/6*Avocet y Yrl5/6*Avocet (Set Internacional de
diferenciales de roya amarilla de trigo), que posées genes mayore¥r5 y Yrls

respectivamente, de resistencia a roya amarilla.

El cruzamientoyr18/3*Avocet//INIAP-QUILINDANA 94, combina al progerot
Yr18/3*Avocet, donante del gen mendrl8 con el cultivar INIAP-Qulindafia 94.
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El proceso de siembra se realiz6 en invernadero gaepo, previamente se

desinfectaron las semillas con Carboxin y Captata(dx®).

En invernadero se sembraron de 6 a 7 semillas el@haplasma de trigo en

macetas de plastico de 2 kg de capacidad que dantsuastrato desinfectado (Fig. 2.2 a).

Las siembras en campo se efectuaron a mano ergsade=0.25 Mmseparadas por
50 cm entre si, cada parcela se dividio en tresasly la densidad de siembra fue de cuatro

semillas por hilera (Fig. 2.2 b).

Figura 2.2 Siembra de germoplasma de trigd Siembra en invernaderbo) y c) Siembra en
campo, INIAP, 2011.

Las siembras fueron realizadas semanalmente ctin ebtener constantemente
material vegetal en un estado vegetativo deterroingttotal de siembras en invernadero

fue de 39 siembras y en campo 20 siembras.

El manejo del cultivo se realizé siguiendo las reasnde la guia del cultivo de
trigo del INIAP (2011). En invernadero se realiztadertilizacion base con Sulpomag (2
g/maceta) y 100 mL de urea (1 g)Lpor maceta, una fertilizacién complementariasad6

dias con urea en igual concentracién y a los 55atin Nitrofoska foliar (1 g:t).
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La fertilizacion base y complementaria en camporeaizé con urea (1,25
g/parcela) y adicionalmente, previa a la floradjoe colocd Stimufol foliar en una dosis de
4g.L"

El control de pulgones en invernadero se realizdZmL.L' de Endosulfan con 1

mL.L? de Ecuafix.

2.5.1.2 Muestreo del material vegetal

Las espigas de cada genotipo y poblacipdd-trigo (Cuadro 2.2) se recolectaron
tanto en campo como en invernadero en diferentedas de desarrollo vegetativo,

realizando una previa revision de la presenciadspiga mediante el tacto (Fig. 2.3).

Se efectuaron diferentes cortes asociando la dist@mtre la pendltima hoja y la
hoja bandera, con el propésito de establecer Uaeida entre el estado de desarrollo del
trigo (Z4.5 y Z4.7, segun la escala de Zadoks)stdgpa uninucleada en fase media a tardia

de las microsporas, siendo la etapa 6ptima paraltalo in vitro de anteras.

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

En el laboratorio, las espigas recolectadas y atwuedtas en la vaina fueron
rociadas con alcohol potable (90% v/v) e introdasid una camara de flujo laminar, donde

se eliminaron las hojas que rodeaba la espiga ycariijera estéril se cortaron las aristas.

Las espigas fueron desinfectadas por inmersion2énnml de una solucion de

Hipoclorito de Sodio al 20% con agitacién por 3@urtos.

Transcurrido este tiempo, las espigas fueron la/&@a veces con agua destilada
estéril y finalmente transferidas a cajas Petroaatvadas que contenian 2 mL de agua
destilada (Fig. 2.4).

Figura 2.4 Proceso de desinfeccion del material vegetal, IN20A.1.

2.5.1.4 Determinacion del estado de desarrollo deblen

Los estadios uninucleado medio y tardio son los atfecuados para obtener

respuesta androgénica en el cultinovitro de anteras de trigo, por lo que es necesario
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establecer en cada genotipo una relacién que prioper informacion sobre el momento
en que deben ser recolectadas las espigas, e @rgdominen la mayor cantidad de las
microsporas en el estado de desarrollo ideal paraomienzo del cultivoin vitro
(Maluszynskiet al., 2003, Ramireet al., 2007).

Esta relacion fue establecida utilizando la escldeimal de Zadoks (Zadoks,
Chang y Konzak, 1974) (Anexo A), que determinaasefde desarrollo vegetativo en los
cereales, y se realizé midiendo la distancia existentre la base de la hoja bandera y la
penultima hoja, cuando aun se encontraba envalaaggpiga de cada genotipo y poblacion
F, (estadios Z4.5 y Z4.7, segun la escala de ZadBkgyoposito fue asociar estas medidas
con el porcentaje de microsporas en estado uniauelenedio a tardio, el mismo que fue

determinado mediante tincién con acetocarmin al 2%.

Las tinciones se realizaron siguiendo el protoa#oMichelangeliet al. (2002),
para el cual, se extrajo al azar tres anteras darta media de la espiga y se colocaron en
un portaobjetos, sobre estas se dej6é caer unalgatalorante acetocarmin al 2%. La placa
se paso a través de la llama de un mechero parddimuestra, y se agrego otra gota del
colorante. Las anteras se presionaron cuidadosarhasta que se observe la salida de las
microsporas, se coloco una gota mas de acetocgrtranscurrido 30 minutos se cubrio la

muestra con un cubre objetos.

La observacion se realizG en un microscopio optmmpuesto (aumento 40X) y

se estimo el porcentaje de microsporas en estadmradgardio mediante conteo de estas

células en dos campos opticos.

2.5.1.5 Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo de inducciéon utilizados fuerel medio sélido W14

(Maluszynskiet al., 2003) y dos medios liquidos: el medio Papa-2 (Bgu®uyang, Chia,
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Chou y Ching, 1978) y el medio W14mal (Otani y Shila, 1995), cuya composicion se

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

Para la regeneracion de plantas se prepard el ndediultivo de regeneracién
190-2 propuesto por Maluszynsdial., 2003 (Anexo E).

Los medios de cultivo preparados fueron esteribgashediante autoclavado por
20 minutos a 120°C y 90 kPa. Se distribuyé 6 mimééio de cultivo de induccién W14, 3
mL del medio Papa-2, 2 mL del medio W14mal, y 6 del medio de regeneraciéon 190-2
en cajas Petri. Adicionalmente, se dispenso6 5 nilndglio de regeneracion en tubos de

ensayo. Este proceso se realizé en una camarajddsafninar (Fig. 2.5).

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

Para la fase de duplicacion cromosOmica, a losasedt induccion W14, Papa-2
y Wl4mal se les afiadi6 8-Hidroxiquinolina, reactigsterilizado mediante filtracion
mediante un Filtro de membrana MILLIPORE de 0,22 gmmuna concentracién de 40

mg.L* en una camara de flujo laminar (Maluszyretkdl., 2003).
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Los medios de cultivo dispensados fueron selladosparafilm y almacenado en

una refrigeradora hasta su uso.

2.5.1.6 Extraccion de las anteras y duplicacion cnaosémica

Las anteras de las espigas que se verificaroncgmeaban en estado uninucleado
medio a tardio fueron extraidas en la camara g ffuninar con una pinza esterilizada y
sembradas inmediatamente en una caja Petri de 6Quamontenia uno de los medios de
cultivo preparados cada uno con 8-HidroxiquinoliBa.coloco en la superficie del medio

una densidad de 30 anteras de cada genotipolyHilia

Una vez selladas las cajas Petri con parafilm pasigar contaminacion se
cubrieron con papel aluminio y fueron incubadasodas condiciones descritas en el
Cuadro 2.8 con el proposito de duplicar el genomtiagés de continuas divisiones

mitoticas de las microsporas.

Cuadro 2.8 Condiciones experimentales para la duplicacidmosdmica de las
microsporas, INIAP, 2011.

CONDICIONES EXPERIMENTALES

Duplicacién cromosomica

Temperatura 28°C
Humedad relativa 40-50%
Tiempo 3 dias
Oscuridad 24 horas
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2.5.1.7 Induccion de androgénesis y formacion daltos

Terminado el proceso de duplicacion cromosomicaataeras se transfirieron en
condiciones estériles a cajas Petri con el correlipote medio de cultivo (medio de
induccion W14, Papa-2 y W14mal) libre de 8-Hidraxigplina para el desarrollo
androgénico.

Las anteras se incubaron bajo las condicionesitiessen el Cuadro 2.9, durante
este tiempo ocurrid la multiplicacion de las miga®s y consecuentemente la formacion

de callos embriogénicos.

Cuadro 2.9 Condiciones experimentales para la induccion decgénisis y formacion de
callos, INIAP, 2011.

CONDICIONES EXPERIMENTALES

Formacion de callos

Temperatura 28°C

Humedad relativa 40-50%
Tiempo 4 semanas
Oscuridad 24 horas

El ensayo final se establecié con un total de 1M &%eras extraidas de espigas
recolectadas de campo y 10.050 anteras extraidaspilgas recolectadas de invernadero.
Por cada genotipo vy filial JFse evaluaron un minimo de 300 anteras en cadaoncedi

cultivo de induccion.
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2.5.1.8 Regeneracion de plantas a partir de callesnbriogénicos

Terminadas las cuatro semanas de incubacion, coraylela de en un
estéreomicroscopio se observé y cuantifico lososalformados, aquellos de color

amarillento y consistencia compacta (callos emignagps).

Los callos formados se transfirieron al medio déwaude regeneracion 190-2 en
una camara de flujo laminar. Se colocé de 2 a lbsgor caja y los callos de mayor
tamano (aproximadamente 2 mm) fueron transferiddisidualmente a tubos de ensayo.

El proceso de regeneracion de plantas se realizd les condiciones

experimentales descritas en el Cuadro 2.10.

Cuadro 2.10Condiciones experimentales para la regeneraciqeastas, INIAP, 2011.

CONDICIONES EXPERIMENTALES

Regeneracion de plantas

Temperatura 26-28°C
Humedad relativa 40-50%
Tiempo 4 semanas
Fotoperiodo
Horas luz 16 horas
Oscuridad 8 horas

Para germoplasma proveniente de invernadero ssfittdral medio de regeneracion un
total de 65 callos, y para germoplasma provenidateampo se transfirié un total de 129
callos.
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2.5.2 Fase de seleccioén asistida con marcadores eoollares.

2.5.2.1 Siembra del material vegetal

La filial F, (Cuadro 2.6) evaluada en la seleccion con mareaduooleculares fue
Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet. Los controles positivos utilizados fuertos genotipos
Yr5/6*Avocet y Yr15/6*Avocet portadores de los gen¥sb y Yrl5 respectivamente y

como control susceptible para los dos genes eltigenigloroco.

Para el proceso de siembra en el invernadero pnewvite se desinfectaron las
semillas con Carboxin y Captan (Vitavax 300®) ycsdocaron de 4 a 5 semillas en

macetas de plastico de 2 kg de capacidad que ¢antsuastrato.

La fertilizacion base y complementaria se realiad £00 mL de urea por maceta
en una concentracion de 1 g.l el control de pulgones en invernadero se realad 2

mL.L" de Endosulfan con 1 mLde Ecuafix.

2.5.2.2 Colecta del material vegetal

La recoleccion del material vegetal se realizé giozas vy tijeras esterilizadas bajo
luz ultravioleta por 10 minutos. En invernadero,t@m6 aproximadamente 3g de tejido
foliar de cada plantula en estado de desarroll3%&/Z 1.4 (Anexo Ay Fig. 2.6), segun la
escala decimal de Zadoks (Zadeksl., 1974) y se coloco en tubos eppendorf estériles y

etiquetados.
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Figura 2.6 Plantulas en estado de desarrollo Z 1.3 y Z 1t4sgpara la colecta y extraccion
ADN, INIAP, 2011.

Los tubos eppendorf con las muestras colectadagastadaron en hielo

Laboratorio de Biologia Molecular del DepartameXaxional de Biotecnologi

El total de muestras colectadas fue de 150 pl&ntidaluidos los controle

positivos para cada ggrel control susceptibl

2.5.2.3 Extraccion de ADI

La extraccion de ADN se realiz6 mediante el promgropuesto por Ferreilet
al., (1998) con ciertas modificaciones, para lo cugreparo el buffer de extraccion, se(
las siguientes caentraciones finales: CTAB (1%), NaCl ( M), Tris HCI (10( mM),
EDTA (20 mM), PVP (1%) y aforado con agua destilada aut@dav El buffer di
extraccion se homogenizé mediante calentamientgita@dn en un bafio maria a 65
hasta que todos sus comentes se encontraban totalmente disuelPrevia a la

utilizacion del buffer se afadio el agente redu2-mercaptoetanol (4%

Con una pinza estéril se extrajo la muestra dédadgpliar del tubo eppendorf y :
colocdé en un mortero para realizar laceracion. Seafiadieron500 pL del buffer de

extraccion sobre la muestra y se re: la extrusion mecéca del tejido con un pistilc
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hasta obtener una pasta verdosa que fue traspasadatubo eppendorf, las muestras
fueron mantenidas en hielo hasta terminar el gde maceracion.

A todas las muestras se adicion6 200 pL mas dderbde extraccion y se
incubaron en bafio maria a 65 p6r 60 minutos. Los tubos eppendorf se agitaron por
inversion cada 15 minutos durante el tiempo deliacidn para facilitar su solubilizacion y

homogenizacion.

A continuacién, el material lisado obtenido se G&rgé a 13.000 r.p.m por 10
minutos, el sobrenadante se transfiri6 a un ndeko eppendorf, y en un extractor de
gases, con el objetivo de eliminar las proteinasadeion6 igual volumen que el
sobrenadante del solvente organico CIA, cloroforaioohol isoamilico (24:1) y se agito

por inversién durante 5 minutos.

La mezcla obtenida se centrifugé a 13.000 r.p.m1@ominutos, y se extrajo la
fase acuosa (fase superior) cuidadosamente a wo uleo eppendorf donde se ubicé el

ADN. La adicién de CIA y la centrifugacién se répitina vez mas.

El ADN contenido en la fase acuosa se precipitéiadando isopropanol a -20°C
(2/3 del volumen extraido) y se mezclo por invarsias muestras se almacenaron a -4°C
toda la noche. Trascurrido este tiempo, se ceagtiifa 13.000 r.p.m por 10 minutos y

descart6 el sobrenadante.

El lavado del pellet de ADN se realiz6 agregand® fQ de etanol al 70% a -

20°C. Los tubos fueron centrifugados por 5 minateslocidad maxima.

Eliminado el sobrenadante, se evapor6 los residuds etanol

mediante secado a temperatura ambiente por 2 horas.
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Para la re suspension del ADN formado se utilizd 10 de buffer TE 0.1 M pH
8 mediante incubacidn de las muestras a 65°C pontos a bafio maria. Las muestras de

ADN obtenidas se almacenaron a -20°C.

2.5.2.4 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion cualitativa se realizO mediantaa ucomparacion de los
fragmentos de ADN gendmico con un estandar (Low DW#ss Ladder Invitrogen®) a
través de electroforesis horizontal en un gel darasg al 1%. Las muestras fueron
preparadas mezclando 1 pL del buffer ‘blue juidX)(con 4 pL de la muestra de ADN de
concentracion desconocida, en cada pocillo se éaopL de cada muestra 'y 2 pL del

estandar.

La electroforesis se realizo en buffer TAE (1X) Brminutos a 100V. El gel fue
tefiido con bromuro de etidio (15 ppm) por 30 misuém agitacion, y visualizado en el

fotodocumentador Dolphin View.

Mediante este procedimiento, se realizd6 una esiimade la concentracion de
ADN de cada muestra, y se establecieron grupososleclales se tomo entre 5 a 7

representantes para realizar la cuantificacion amelifluorometria.

El método cuantitativo se realiz6 en el fluoromeubit mediante el Kit
QubitTM dsDNA BR Assay. El fluorometro previamersi calibro y para la lectura de la
muestras se colocd en un tubo eppendorf 198 ulbuféér de cuantificacion preparado
(199 pL del buffer Quant —it Buffer y 1 uL del fiddoro Quant-it Reagent) con 2 pL del

ADN de cada ejemplar, completando una solucionOfeLd..

La concentracion de ADN se calcul6 mediante laisige formula:
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Valor de lectura (;—gL) * 200uL
X (uL)

Concentracion de ADN =

Donde:
X: Volumen de ADN cuantificado (uL)

A partir de las concentraciones obtenidas se ditwydas muestras con agua de

tartazina 1 M (colorante) hasta llegar a una cotnaeidon de 15 ng/pL.

2.5.2.5 Validacion de muestras de ADN

Con el objetivo de verificar que el ADN extraido esecuentra en condiciones
adecuadas para la amplificacion de los marcadooésciares se realiz6 una validacion de
los mismos mediante PCR con el marcador tipo Sj&lé al ger¥r5, la informacion de

este marcador se describe mas adelante.

La reaccién PCR se realiz6 en un volumen final Sl [l compuesta de 2 nd.™
de ADN, 0,13 WL™ de Taq polimerasa, 1X de Green Buffer Go Taq iFEX
(Promega®), 3 mM de Mggl 0,2 mM de dNTP’s, 0,aM de cada primer forward y

reverse.

El programa de amplificacion utilizado fue: desnaliaacion inicial a 94°C x 5
min., desnaturalizacion a 94°C x 30 seg., alineatnia 52,8 °C x 30 seg., extension a 72°C

X 45 seg. por 35 ciclos, extension final a 72°Cmiff y un paso final a 5°C x 10 min.

La visualizacion del producto de amplificacion saliz6 en un gel de agarosa al
2% mediante electroforesis horizontal a 100 V gbrminutos y tincion del gel en bromuro
de etidio (15 ppm) por 30 minutos con agitacion. gel se fotodocumentdé con el

fotodocumentador UV Dolphin View.
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El producto de amplificacion validado se identifipérfectamente y se almacené a
-4°C hasta su utilizacion. Las muestras de ADN goiemplificaron se desecharon y se

procedi6 a realizar una nueva extraccion, cuaatfian y validacion de ADN.

2.5.2.6 Amplificacion PCR, electroforesis y visuaacion del genYr15

La identificacion de genotipos portadores del Yetb y seleccion de individuos
homocigotos y heterocigotos se realizé con unaifiogdion PCR mediante genotipaje del
locus Xbarc8 con la metodologia M13 tailing, utilizando losmers descritos en la Tabla
2.1.

Tabla 2.1 Informacién del marcador microsatéliXbarc8.

MOTIFS SECUENCIA
TTA 5 GCGGGAATCATGCATAGGAAAACAGAA 3 Forward
15+11 5' GCGGGGGCGAAACATACACATAAAAACA 3 Reverse
Fuente: (Graingenes, 2010; Vinueza, 2011).

El primer forward-M13 fue sintetizado adicionanddfragmento de nucleétidos
(5"-CAC GAC GTT GTA AAA CGA C-3") al extremo 5'.

Inicialmente la reaccién PCR-M13 tailing se estaizdacon siete muestras y dos
marcajes de 700 y 800 nm, con el objetivo de detemma qué longitud de onda la

amplificacion es mas eficiente.

El coctel de amplificacion se ajusto a un volumealfde 7,52 pL conteniendo: 4
nguL * de ADN, 0,1 U.L* de Taq polimerasa Platinum (Invitrogen®), 1X def8u10X
(Invitrogen®), 3 mM de MgGl 0,2 mM de dNTP’s, 0,4M de primer forward-M13, 0,4
uM de primer reverse y 0,uM del reactivo M13 Fwd IRDye 700 nm para dar la
fluorescencia. La reaccion fue ensamblada en umareade flujo, se trabajo sobre hielo y
sin luz para evitar la degradacion del compuestoréiscente. Cada reaccion se cubrio con
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una gota de aceite mineral y la amplificacion sdizé en urtermocicladolPTC-200 M. J.

Research.

Las condciones de temperaturapara la amplificacion fueron: una
desnaturalizacion inicial a4°C x 5 min., seguida de 4ficlos consistentes enesnatu-
ralizacion a 94°C x 30 s, alineamiento a 57,5 %€ 30 seg., elongacién a°C x 45 seg.

La exension final a 72°C x min y un paso final a 5°C x 10 min.

Terminada la amplificacion, se adicioné al prod PCR5 uL de Blue Stop y se
centrifugé a maxima velocidad por 30 segundos.dratlracion de las muestras se re
en un termocicladoPTC-200 M. J. Research &4%C x 3min y un descenso brusco de

temperatura cocandolas de inmediato en t

Aproximadamente 0,8 pL del producto denaturadoasgicen cada pocillo de 1
gel de acrilamida (6,6%colocado en el LEOR DNA Analyzer 430S junto con el
marcador de peso molecular 50-350 pb IRDye 700 nm (Fi®.7). La electroforesis se

realiz6 por una horay mediaa 1 V.

Finalmente, el producto se visualizo y genotipcel software SAG-GT version
3.3.

Figura 2.7 Gel de acrilamida del secuencialLl-COR DNA Analyzer 4300S, INIAP, 201
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2.5.2.7 Amplificacion PCR, electroforesis y visuatacion del genyr5

La amplificacion del gerr5 se realizé con la combinacion de primers tipo STS

que se describen en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Set de marcadores STS y secuencias de los piligeiss al geryr5.

PRIMER SECUENCIA
STS-7 5'- GTACAATTC ACC TAG AGT -3 S
STS-8 5'-GCAAGT TTT CTC CCT ATT -3 AnteBse

Fuente: (Chemt al., 2003; Vinueza, 2011; Wheat Cap, 2010).

La separacion del producto amplificado se realiziéamente con las muestras de
ADN seleccionadas como portadoras del getb y se utilizé el producto de amplificacion
almacenado, el mismo que se obtuvo mediante etlodetamplificacion y las condiciones

de temperatura descritas en el apartado 2.5.2.5.

La visualizacion del producto se realizé en undgelpoliacrilamida al 6% (p/v)
mediante tincion en nitrato de plata. El procedimn utilizado fue el propuesto por

Morillo y Mifio (2002) y se describe a continuacion:

* Tratamiento de las placas y ensamblaje de las plaxza

Las placas de vidrio se lavaron perfectamente goa & jabén liquido, el dltimo

enjuague se realizé con agua destilada y se secanomn papel toalla.

Una vez secas las placas se limpié la superfiaeleol de etanol absoluto, tres
veces cada placa. Evaporado el etanol se colocé& #lercloroformo y se distribuy6 en

forma horizontal y vertical por tres ocasiones atacuna.
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Para la placa adherente se colocd en tres ocaskE®@suL de la solucidon
adherente (3uL Bind Silane, 5 pL acido acético ynlL etanol absoluto) de forma

horizontal y vertical.

En la placa repelente se esparcié uniformementaateera horizontal y vertical
400 pL de la solucion repelente Auriglass (soluaétilluvia). Este proceso se repitio 3

veces.

Las placas se dejaron secar toda la noche. Alesigriidia, se ensamblaron las

placas colocando los separadores en los extrem@ajustd con pinzas a cada lado.

* Preparacion del gel de poliacrilamida

El gel de poliacrilamida se preparé en un extrageogases, midiendo 100 mL de
una solucién de acrilamida/bis-acrilamida (en BQO g de Urea, 57 g de acrilamida, 3 g
de bis-acrilamida y 50 mL de TBE 10X) y se afladid/uL de TEMED y 714,5 pL de
APS.

La solucién formada se vertio cuidadosamente epléss ensambladas, evitando
la formacion de burbujas. En la parte superioradeco el peine formando la linea base y

se dejo polimerizar por 2 horas.
Transcurrido este tiempo se colocé las placas dogek en la camara de

electroforesis vertical cubriéndolo con buffer TBEKX) y se realizdé una pre-corrida de 30
minutos a 1000 V con 150 pL de ‘blue stop’ distidmuen todos los pocillos.
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» Preparacion y electroforesis del producto amplificdo

Las muestras se prepararon mezclando en un nuava PCR 6 pL del producto
de amplificacion con 3 pL de blue stop, y fueronataradas a 94°C por 5 minutos en un

termocicladoPTC-200 M. J. Researehinmediatamente colocadas en hielo.

En cada pocillo del gel de poliacrilamida se catgd. de las muestras preparadas
y 3 pL del marcador de peso molecular 10@pA Ladder (INVITROGEN®).

La electroferisis se realizé 3 horas y 20 minutd®@0 V, hasta que el ‘blue stop’
colocado en la pre-corrida salié al buffer TBE caldo en la parte inferior de la camara de

electroforesis.

» Tincidn con nitrato de plata

Concluida la electroforesis las placas se separapoadando el gel unido a la
placa adherente, la misma que se coloco en unaejsadé aluminio que contenia la
solucion de tincion (10% etanol absoluto, 0,5% @&dético y 0,2% nitrato de plata), se
cubrié de la luz y se dejo en agitacion de 10 an®tutos, dependiendo de los usos que

tenia la solucion (se puede reutilizar hasta ocues).

La placa se lavo con agua destilada y se transfiofra bandeja donde se colocé
la solucion de revelado (1% formaldehido y 3% hkiltd de sodio) previamente calentada
a 55°C en un bafo maria. El formaldehido fue calogan el momento de usar la solucion
y se afiadié un volumen entre 200 a 300 pL, depeddide las veces que fue reciclada la
solucion (reciclar hasta 8 veces). La placa peeti@nsumergida en la solucion y con

agitacion hasta que se pudo observar las bandampldicacion.
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Reveladas las bandas, la placa se traslado a ndajbacon la solucién de pare
(10% etanol absoluto y 0,5% &cido acético) haselglntensidad de las bandas se to

mas oscuras. Esta solucion se e reutilizar un maximo de 5 vec

Finalmente, el gel se dej6 secar toda la noche ey filodocumentado. L

fotografia tomada se analiz6 en el programa F-CapWM version 10.!

2.5.2.8 Cosecha y almacenamiento de individuos ssl®nados

El material vigetal sembrado se manejé hasta que las plantas llegarar

madurez total. Las espigas fueron cosect y trilladas manualmente (F 2.8).

La semilla obtenida se entregd al Programa de @srede INIAP en sobre

debidamente etiquetados junto conresultados procesados para ser almacer

Figura 2.8 Espiga cosechada manualmente lista para ser &rijl@aimacenada, INIA, 2011.

2.5.3Determinacion y comparacion de costc

La comparacid cost-beneficio se realizd6 mediante uestimacion de lc costos
de las dos metodolog planteadas en esta investigacionog costos estimados de

programa de mejoramiento convenciol
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La estimacién se inicié determinando el costo det@so de autofecundacién que
se desarrolla en general en un programa de fitoamgjento. El proceso incluyd la
seleccion de los progenitores que presenten eaesactle interés agrondémico, resistencia,
rendimiento u otro caracter hasta el cruzamientdideos progenitores para obtener una
poblacion segregante Be utilizo la metodologia desarrollada en el Prograle Cereales

del INIAP, en la cual para el afio 2011 se realiz&® cruzamientos en invernadero.

Para el programa de mejoramiento convencionaltimasion de costos se realizo
a partir de los cruzamientos iniciales con unaiprede seleccion por afio correspondiente
al 10% a partir de la filial

Para la estimacién de los costos de la produccérpldntas doble haploides
mediante cultivoin vitro de anteras se consideré el tratamiento con mayoiemfia
androgénica y mayor porcentaje de regeneracion ldetas verdes, estimando una
produccién final de 100 plantas doble haploides.

La estimacion de costos de la seleccion asistidar@scadores moleculares se
determiné como costos por proceso para un totalGfeindividuos y para dos genes,
mediante la utilizacion de un marcador microsaéjienotipado mendiante la tecnologia
SSR-M13tailing y un marcador STS visualizado eregele poliacrilamida, metodologia

utilizada en esta investigacion.

En cada proceso se incluyen los costos por insutitestos y depreciacion de
materiales y equipos de laboratorio. Estos valdigsron determinados segun el
Departamento de Biotecnologia del INIAP para el @41 (Mifio G., comunicacion
personal, Julio 13, 2011).

Adicionalmente, se realiz0 una comparacion del gigrque se necesita para la
liberacion de un nuevo cultivar si se incluyenwtico in vitro de anteras para produccion
de doble haploides y la seleccion asistida con adames moleculares en un programa de
fitomejoramiento.
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2.6 Andlisis de datos

2.6.1 Variables y métodos de evaluacion de la fage cultivo in vitro de anteras

NuUmero total de callos embriogénicos

A los 30 dias de incubadas las anteras se cu@ngfimumero total de callos
(aglomeraciones celulares) embriogénicos de cohariddo palido y consistencia compacta
formados en cada genotipo y poblacigndg trigo, mediante observacion y conteo en un

esteréromicroscopio.

Esta variable se report6 como el numero de catioeddos por cada 30 anteras
sembradas en uno de los medios de cultivo, conrmgletan minimo de diez observaciones
para cada tratamiento (Cuadro 2.4), sin embargaimlero de observaciones fue diferente

en cada tratamiento, situacion que se tomé en ayema el analisis de los datos.

El material vegetal evaluado fue tanto de inverrmdmmo de campo con el
objetivo de determinar si las condiciones ambiestal las que fueron expuestas las plantas

donadoras de anteras afecta la respuesta andragénic

El andlisis estadistico se realiz6 por separada gampo e invernadero mediante
el paguete estadistico InfoStat (version 2008klezual se realizé un analisis de varianza
(ADEVA) y la prueba de significancia de Tuckey &5Los datos fueron transformados

empleando la transformacion logaritmlog(x + 10).

Mediante el programa Microsoft Excel se determindpercentaje de callos
formados (porcentaje de respuesta androgénicagdan genotipo y poblacion, para cada
medio de cultivo utilizado bajo las dos condiciorasbientales. Determinados los
porcentajes totales, se calculd el coeficiente derelacion entre el ensayo con

germoplasma de campo y el ensayo con germoplasinaet@adero.
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Porcentaje de plantas verdes y albinas regeneradas

A los 30 dias de transferidos los callos embrioggnial medio 190-2 de
regeneracion se cuantifico el numero de plantuaides-fértiles regeneradas y el numero
de de plantas albinas con relacion al nimero desctbnsferidos, tanto para invernadero

como para campo.

2.6.2 Variables y meétodos de evaluacion de la fas#e seleccion asistida con

marcadores moleculares.

Presencia/ausencia de la banda de amplificacién delarcador Xbarc8 ligado al gen
Yri5

Esta variable se registr6 como presencia o auseleciana banda de 234.44 pb
(£1.41) (Vinueza, 2011), producto de la amplificacidel marcador microsatélidbarc8

ligado al gervrl5.

La interpretacion de alelos se realizo en el soBv@AGA-GT (version 3.1), y los
datos obtenidos en este software fueron exportadosa hoja de calculo en el programa
Microsoft Excel, en el cual se seleccionaron ledividuos con presencia del gen en

condicién homocigota o heterocigota.
Adicionalmente, se determind el porcentaje de iddies portadores del gen,

porcentaje de individuos homocigotos y porcentgdandlividuos heterocigotos para este

locus en la poblacién estudiada.
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Presencia/ausencia de la banda de amplificacion delarcador STS-7/STS-8 para el

genYrs

Esta variable fue considerada solamente para ewidods portadores del gen
Yrl5 y se evalué mediante la presencia o ausencisaebanda a 478 pb (Wheat Cap,
2010), producto de la amplificacion del set deaadores STS-7/STS-8 ligado al gén.

Los datos se obtuvieron tomando medias de la distaiesde la banda de 400
pb registrada por el marcador molecular hastade dal alelo obtenido para cada muestra
de producto amplificado. Las medidas fueron tramsémlas a su equivalente en peso (pb)
mediante el programa Microsoft Excel y finalmemstos datos fueron comparados con los
pesos proporcionados por el programa Photo-CaptMersipn 10.0), el cual permite
calcular el peso molecular a partir de un la vigaalon de los fragmentos de amplificacion
mediante el andlisis de una fotografia en la queosepara con un marcador de peso

molecular.

La determinacion del peso tuvo como objetivo leesabn de los individuos

portadores del gen.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Fase de cultivon vitro de anteras
3.1.1 Relacion entre el estado fenologico de la pta y el desarrollo de las microsporas

La capacidad de respuesta androgénica en cuttivitro de anteras se encuentra
altamente influenciado por el estado de desard#ldas microsporas el momento de su
aislamiento. En trigo es conveniente iniciar etigalcuando la mayoria de microsporas se
encuentran en estado uninucleado medio a tardio,etqroposito de incrementar la

formacion de callos.

Con este fin, fue importante determinar el estagwlfbgico de cada genotipo y
poblacion B, en el cual se encuentren el mayor porcentaje idesporas en los estados
uninucleado medio a tardio.

En el Cuadro 3.1 se observa que para el germoplasalaado en el presente

trabajo en los estados vegetativos del Z4.5 al,&&dun la escala de Zadoks, se encuentra

entre el 67 y 73% de las microsporas en el estadtesarrollo ideal.

68



Cuadro 3.1Relacién entre el estado fenoldgico de la planistadcia promedio de corte

con respecto a la hoja bandera y el estado defrdéeale las microsporaiNIAP, 2011

ESTADO SFOUElS | CReimio e | (ZABObE
POBLACIONF: | SEacioSio, | Pegomeen | comeen | PN
(cm) (cm)
INIAP-ZHALAO 2003 Z4.5az4.7 5,2 4,2 71,3%
INIAP-COJITAMBO 92 Z4.5aZ74.7 5,4 4,0 70,0%
INIAP-QUILINDANA 94 Z4.5aZ74.7 5,4 4.4 67,0%
INIAP-VIVAR 2010 Z4.5aZ74.7 6,8 5,3 68,1%
Waxwing Z4.5 a z4.7 5,8 3,5 70,0%
Yr5/6*Avocet Z4.5az74.7 4.8 3,9 70,8%
Yr15/6*Avocet Z4.5 a zZ4.7 5,0 4,0 70,0%
Yr18/3*Avocet Z4.5 a zZ4.7 6,6 4,9 70,0%
Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet 745 azZ4.7 6,5 3,9 69,3%
Yr18/3*Avocet/INIAP-QUILINDANA 94 | 745 a Z4.7 6.3 46 72.5%

L Estado uninucleado medio a tardio

Es decir, un estado uninucleado medio a tardicocsemobserva en la Figura 3.1a

y Figura 3.1b, respectivamente, tanto para plagtas se desarrollaron en invernadero

como para plantas desarrolladas en campo. Pomto, taste es un estado de desarrollo

vegetativo adecuado para la recoleccion de lag&spi

Figura 3.1 a) Microsporas ddriticum aestivum L. en estado uninucleado medi),Microsporas

deTriticum aestivum L. en estado uninucleado tardio, INIAP, 2011

Los estados Z4.5 a Z4.7 se caracterizan por ebsagiento de la vaina debido a

la presencia de la espiga aun sin visibilidad dealéstas. En la Figura 3.2 se observa que
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las espigas recolectadas presentaron estas céstcas; y el mayor porcentaje de
microsporas en los estados uninucleado medio etasdse encontré al realizar un corte de
las espigas cuando la distancia promedio desdendlpma hoja hacia la hoja bandera sea
de 4,8 a 6,8 cm para plantas que crecieron en cgmpea plantas de invernadero de 3,5 a
5,3 cm (Cuadro 3.1).

Figura 3.2 Espiga recolectadas en estadio Z4.5y Z4.7, INXR.L

El estado de desarrollo uninucleado tardio seiii@ntpor la posicion opuesta del

ndcleo con el poro como se muestra en la Figura 3.3

Figura 3.3 Visualizacion de nulcleo y poro de microsporadidécum aestivum L. en estado

uninucleado tardio, INIAP, 2011

3.1.2 Evaluacion de la capacidad androgénica y forecion de callos

La respuesta androgénica de cada genotipo y pohl&gifue evaluada a los 30

dias de incubacion de las anteras mediante comtesd estéreomicroscopio de los callos
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formados como se observa en la Figura 3.4 pamangggasma de trigo del INIAP de

campo y de invernadero, tanto en los medios devoulguidos como en los solidos.

Figura 3.4 a) Anteras con formacion de callos colocadas en eiarde cultivo W14 después de
30 dias de incubaciéh) Anteras con formacion de callos colocadas en elord=lcultivo liquido
Papa-2 después de 30 dias de incubacion, INIAR,. 201

Terminada la evaluacién se observé que en genesatdllos formados en el
medio de cultivo sélido era de mayor tamafio queslimgiformados de anteras colocadas
en los medios de cultivo liquidos (Figura 3.4a)n@ecuencia en los medios de induccién
liguidos cada antera producia mas de un callo,i®hmque se desprendia de la antera y

flotaba sobre el medio de cultivo (Figura 3.4b).

Después de determinar el numero total de callosddos por cada 30 anteras del
germoplasma de trigo del INIAP en los tres med®sutivo de induccion, esta variable se
transformo estadisticamente y se realiz0 mediami@ndlisis de varianza la evaluacion del
genotipo o poblacion JFcon mayor capacidad androgénica, el medio de oultjue
permitio la mayor formacion de callos y el tratambiemas eficiente segun la interaccion

del medio de cultivo con el germoplasma.

La evaluacion se realizo independientemente parm@plasma de campo y de

invernadero, los resultados se presentan a cootimua
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3.1.2.1 Evaluacién de la capacidad androgénica deergnoplasma recolectado en
campo

Al realizar el andlisis de varianza (Cuadro 3.2apal germoplasma de trigo del
INIAP recolectado en campo se determind que existesignificancia estadistica para el
germoplasma y para los medios de cultivo de inducaiilizados, lo que sugiere que los
factores en estudio se comportan de manera diéeegrite si.

La interaccion entre germoplasma y medio de cultesultd significativo con
relacion al nivel de significancia establecido §),0lo que indica que los factores
estudiados no acttan independientemente. El promgeleral de experimento fue de
0,37callos/caja, mientras que con datos transfoomde de 1,01 callos/caja y se obtuvo
un coeficiente de variacion de 4,62%, muy buena paperimentos de laboratorio (Cuadro
3.2).

Cuadro 3.2 Andlisis de varianza para el numero de callos elgénicos de germoplasma
de trigo {riticumaestivum L.) del INIAP recolectados en campo con tres med®

cultivo aplicando un disefio factorial 10x3, INIAR)11.

Fuente de Variacion GL | SC CM Valor P

Tratamiento 29| 0,1¢| 0,00:| 0,000
Germoplasm 9| 0,0¢ 0,01| 0,004¢
Medic 2| 0,02 0,01| 0,002¢
Germoplasma X Medi 18| 0,07| 0,003¢| 0,027

Error experiment; 32| 0,71| 0,002:

Total 352 | 0,8t

X: 0,37 callos/caja X": 1,01 callos/cafa

CV:4,62%

2 Promedio general de experimento con datos trasaidos.
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La prueba de Tukey determind dos grupos estadésticon respecto al
germoplasma recolectado en campo (Cuadro 3.3),| gmireer grupo el genotipo con
mayor capacidad androgénica es el cultivar INJAPAZHO 2003 con un promedio de
1,04 callos/caja, mientras que al final del segumplopo 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 evaluacion de lacid@a androgénica del
germoplasma de trigd¥iticum aestivum L.) del INIAP recolectados en campo, INIAP,

2011.
Promedio
Germoplasma Observaciones ) Grupos
(callos/caja)

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-QUILINDANA 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-QUILINDARNA 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 determiné dos categorias pagadmacion de los medio de
cultivo sobre la capacidad androgénica de germoaasecolectado en campo (Cuadro
3.4). El medio liquido Papa-2 como el medio solMd4 se agrupan en la primera
categoria con un promedio de 1,02 callos/caja, medio liquido W14 mal se ubican en

una segunda categoria con un promedio de 1,0G4z]a.
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Cuadro 3.4Prueba de Tukey (5%) para la evaluacion de treane cultivo de
induccién sobre la capacidad androgénica en elg@asma de trigolfiticum aestivum
L.) del INIAP recolectado en campo, INIAP, 2011.

_ ; , Promedic
Medio de cultivo Observaciones | Grupos
(callos/caja)
Medio Pap«2 104 1,0z a
MedioW14 13z 1,0z a
Medio W14ma 11€ 1,0C b

El Cuadro 3.5 muestra que la prueba de Tukey parddraccion (germoplasma y
medios de cultivo) detectdé dos rangos, en la ceablsserva que el tratamiento que
corresponde a las anteras extraidas del cultivBkRNZHALAO 2003 y esparcidas en el
medio de induccién Papa-2 (tratamiento t3), se emica encabezando el primer rango con

un promedio de 1,10 callos/caja.
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Cuadro 3.5Prueba de Tukey (5%) para la interaccién del gptasma y los medios de cultivo de
induccion en la evaluacién de la capacidad andicgétel germoplasma de trigor(ticum

aestivum L.) del INIAP recolectado en campo, INIAP, 2011.

Medio de Observacione| Promedio
Germoplasma Grupos
Cultivo S (callos/caja)
INIAP-ZHALAO 2003 Medio Papa-2 10 1,10 a
INIAP-COJITAMBO 92 Medio Papa-2 10 1,06 b
Waxwing Medio W14 11 1,04 a b
Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDANA 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
INIAP-VIVAR 2010 Medio W14 12 1,02
INIAP-QUILINDANA 94 Medio W14 11 1,01 b
Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDANA 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-QUILINDANA 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-QUILINDANA 94 Medio W14mal 12 1,00 b
INIAP-ZHALAO 2003 Medio W14mal 12 1,00 b
INIAP-QUILINDANA 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 Evaluacién de la capacidad androgénica deergnoplasma recolectado en
invernadero

Al realizar el analisis de varianza del germoplasteatrigo recolectado de
invernadero (Cuadro 3.6) determind que existe altmificancia estadistica para el
germoplasma y los medios de cultivo utilizadosque sugiere que los tratamientos y los
factores en estudio se comportan de manera digegsrite si. Sin embargo, la interaccion
de los dos factores resultd no significativa indd@ que los factores estudiados actuan

independientemente.

El promedio general de experimento fue de 0,1%s&hja y con los datos
transformados de 1,007 callos/caja, se obtuvo efiatente de variacion de 2,62%, muy

bueno para experimentos de laboratorio (Cuadro 3.6)

Cuadro 3.6 Andlisis de varianza para el numero de callos exgénicos de germoplasma
de trigo {Triticum aestivum L.) del INIAP recolectados en invernadero con tneslios de
cultivo aplicando un disefio factorial 10x3, INIAFR)11.

Fuente de Variacion GL SC CM Valor P

Tratamiento 29| 0,0t |0,001¢| 0,000:
Germoplasm 9| 0,0z|0,002¢| 0,000
Medic 2| 0,01]0,002¢| 0,026/
Germoplasma X Medi 18| 0,0z|0,001:| 0,051¢*

Error experiment; 305 | 0,21 0,000"

Total 334 | 0,2¢

X: 0,19 callos/caja X " 1,007 callos/caja

CV:2,62%

% Promedio general de experimento con datos trasaidos.
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La prueba de Tukey detecté dos rangos con respég@rmoplasma recolectado
en invernadero (Cuadro 3.7), se observa que eltigen@/axwing se ubica en el primer
rango con un promedio de 1,03 callos/caja. Los tio® INIAP-QUILINDANA 94,
Yr5/6*Avocet, Yrl5/6*Avocet y Yrl8/6*Avocet y la poblacion F Yr5/6*Avocet//

Yr15/6*Avocet con un promedio de 1,00 callos/caja Searben el segundo rango.

Cuadro 3.7Prueba de Tukey (5%) para la evaluacion de lacidga androgénica del
germoplasma de trigd¥iticum aestivum L.) del INIAP recolectados en invernadero,

INIAP, 2011.
Germoplasma Observaciones Promed|‘o Grupos
(callos/caja)

Waxwing 30 1,05 a
Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDANA 94 36 1,02 a |
INIAP-ZHALAO 2002 32 1,01 a |
INIAP-VIVAR 2010 34 1,01 a |
INIAP-COJITAMBO 92 30 1,01 a |
INIAP-QUILINDANA 94 35 1,0C b
Yr15/6*Avocet 31 1,0C b
Yr5/6*Avocet// Yr15/6*Avocet 38 1,0C b
Yr18/3*Avocel 36 1,0C b
Yr5/6*Avocel 33 1,0C b

La prueba de Tukey determind dos grupos estadigtiaea la evaluacion de tres
medio de cultivo sobre la capacidad androgénicagdamoplasma recolectado en
invernadero (Cuadro 3.8). En medio sélido W14 kdelrprimer grupo con un promedio de
1,01 callos/caja. El medio W14mal se encuentraresegundo grupo con un promedio de
1,00 callos/caja.
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Cuadro 3.8Prueba de Tukey (5%) para la evaluacion de treanke cultivo de

induccién sobre la capacidad androgénica en elg@asma de trigoTfiticum aestivum
L.) del INIAP recolectado en invernadero, INIAP 120

Medio de cultivo

Observaciones

Promedio

(callos/caja)

Medio W1«
Medio Pap-2
Medio W14ma

11€
10¢€
11¢

1,01
1,01
1,0C

Grupos

a

a b
b

En el Cuadro 3.9 se presenta los promedios panéeiaacion del germoplasma y

los medios de cultivo. El tratamiento que corresigoa las anteras extraidas del genotipo

Waxwing y esparcidas en el medio de induccion Pagaatamiento t15) posee un

promedio mayor de 1,05 callos/caja en comparadiéesto del germoplasma.
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Cuadro 3.9Promedios para la interaccién del germoplasma yredios de cultivo de induccién en la

evaluacion de la capacidad androgénica del germmlale trigoTriticum aestivum L.) del INIAP

recolectado en invernadero, INIAP, 2011.

Germoplasma Medio de Observaciones Promedio
Cultivo (callos/caja)

Waxwing Medio Papa-2 10 1,05
INIAP-VIVAR 2010 Medio W14 12 1,03
Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDANA 94 | Medio W14 11 1,02
Waxwing Medio W14 10 1,02
Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDANA 94 | Medio W14mal 12 12
INIAP-ZHALAO 2003 Medio W14 10 1,02
INIAP-COJITAMBO 92 Medio W14 10 1,02
INIAP-QUILINDANA 94 Medio W14 13 1,01
Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDANA 94 | Medio Papa-2 13 110
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-QUILINDANA 94 Medio Papa-2 10 1,00
INIAP-QUILINDANA 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
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3.1.2.3 Porcentajes de respuesta androgeni

El porcentaje de respuesta androgénica del gersmplale trigo que crecid
condiciones de campo y en condiciones de inverodder comparado para los timedio

de cultivo utilizados en esta investigac

En la Figura 35 se presenta ebpcentaje de respuesta androgénica en el mec
induccion W14 tanto del germoplasma de trigo restatio en condiciones de invernad
como en campo.€&sobserva que el mayor porcentaje de respuestagimica obtenida ¢
para la linea promisoria Waxwing, la misma queioréajo condiciones de campo. C:
contrario, ocurre con el diferenciiYrl8/*3Avocet del cual no se obtuvo respue

androgénica (0%)n ninguna de las dos condiciones de crecimientdageplanta:
donadoras.

4 - 364 B CAMPO
275 3,06

Porcentaje de
respuesta androgénica (%)

Germoplasma <

Figura 3.5 Porcentaje de respuesta androgénica determinaglneedio de induccién W14 d

germoplasma de trigo del INIAP recolectado en adndes de invernadero y cam|INIAP, 2011.

Al determinar el porcentaje de respuesta androgémicel redio de induccién
W1il4mal (Fig.3.6), se observa que la mayoria del germoplasmiaag@no responde
cultivo in vitro de anteras, pero se obtuvo un 2,22% de respuedtagé@mica ara la
poblacion & Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDANA 94 bajo condiciones de invernade
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Figura 3.6 Porcentaje de respuesta androgénica determinagloneedio de induccién W14m
del germoplasma de trigo del INIAP recolectado @mdiciones de invernero y campo, INIAP,
2011.

En el medio de cultivo Pa-2 d mayor porcentaje de respuesta androgé
obtenida es para el cultivar INI-ZHALO 2003 (11,67%), cuyas plantas donadora:
anteras crecieron bajo condiciones de campo. rSbaro, ercondiciones de invernade
el porcentaje de respuesta aigénica es minimo de 0,6% (FR)7).

Es de interés destacar que el genotipo IMNCOITAMBO 92 que crecio e
condiciones de campo presentd uncentaje de 7% como respuestarogénica en este
medio de cultivo.

Los diferencialesYr5/*6Avocet Yr15/*6Avocet y Yrl8/*3Avocet y el cultivar

INIAP-QUILINDARNA 94 no presentaron respuesta androgérital medio de ctivo de
induccion Papa-2 (Fig.7).
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Figura 3.7 Porcentaje de respuesta androgéniterminado en el medio de induccién F-2 del

germoplasma de trigo del INIAP recolectado en adndes de invernadero y campo, INIAP, 2(

En la Figura 3.8 se presenta en sintesis el p@jeedé respuesta androgénica
germoplasma evaluado en esnvestigacion independientemente del medio de culfie
induccién utilizado. Se observa que en condiciodescampo los genotipos INI-
ZHALAO 2003 e INIAF-COJITAMBO 92 presentan respectivamente un 4,02%0y%
de respuesta androgénica. Mientras queondiciones de invernadero Waxwing con

2,33% es egienotipo con mayor capacidad rogénica.

Sin embargo, la formacion de callos fue nula pageeotipoYr18/3*Avocet tanto
para condiciones de campo como para invernafig. 3.8).
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Figura 3.8 Porcentaje de respuesta androgénica del germoptestnigio del INIAP recolectac

en condiciones de invernadero y campo, INIAP, Z
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De igual manera se realiz6 una comparacion del eptaye de respues
androgénica en los tt medio de cultivo de induccidbajo las condiciones ambienta
evaluadas en esta investigaciore observa lamayor formacion de callos (respue
androgénica) en el rd® Pap-2 para el germoplasma evaluaglo condiciones de cam|
(Fig. 3.9).

2,34
2,50 -

2,00 ~
1,50 ~

1,00 -+ 0,63 H CAMPO
050 A 0,29 m INVERNADERO

1,38

[15Y
(=]
=

Porcentaje de
respuesta androgénica (%)

0,00
Medio W14 Medio W14mal Medio Papa-2
Medio de cultivo de induccién

Figura 3.9 Porcentaje de respuesta androgénica en tres nulmsgtivo de induccién d

germoplasma de trigo del INIAP recolectado en adndes de invernadero y campo, INIAP, 2(

Finalmente, serelaciondlos porcentajes totales de respuesta androgénic
germoplasma de invernadero y germoplasma de camgdiamie € coeficiente de
correlacion. Se dermino un coeficiente ( 0,37, es deciuna correlacion débil, positiva
directa entre las variables, lo que sugiere queafaacidad androgénica depende s
condiciones ambientales en que crecieron las @altaadoras de espic

3.1.3. Evaluacid de la regeneracion de plante

La evaluaciéon de la regeneracion de plantas arpdgtilos callos formados
realizé6 mediante observacidon de la presenciyemas y raices en el estereomicroscc
En esta investigacioralregeneracion de plantas no fue eficiente en eiande cultivo
propuestocomo se observa en Figura 3.10a motivo por el cual no se pudo obte
ninguna planta regenerac
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La Figura 3.10b y 3.10c muestra el caso particdéaun callo transferido de la
poblacion & Yr18/3*Avocet// INIAP- QUILINDANA 94, en el cual se obsv6 yemas de
crecimiento verdes a los 20 dias de incubacionng@xuentemente la aparicion de raices.

Al transcurrir el tiempo de incubacion el calloesti#nciado no produjo una planta completa

y finalmente se necroso.

Figura 3.10 a) Callo transferido al medio de regeneracion desgaé30 dias de incubacidi)
Callo transferido al medio de regeneracion de tdgoon k Yr18/3*Avocet// INIAP-
QUILINDANA 94 con yemas de crecimiento verdeyCallo de la poblacionFyr18/3*Avocet//
INIAP- QUILINDANA 94 con presencia de raices, INIAPO11.

Los callos transferidos del cultivar INIAP-ZHALAOO20 de igual manera se

diferenciaron en raices (Figura 3.11), sin embaprodujeron plantas completas.

Figura 3.11 Callo del cultivar INIAP-ZHALAO 2010 con presendia raices, INIAP, 2011.
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3.2 Fase de seleccion asistida con marcadores malaces

3.2.1 Extraccién y cuantificacién de ADN

Mediante el protocolo propuesto por Ferreieh al. (1998) con ciertas
modificaciones se pudo extraer ADN de aproximadaen®&y de tejido foliar de 150

muestras de plantas de trigo.

La cuantificacion cualitativa demostr6 que en pedim se obtuvo una
concentracion de 116,14ng/uL de ADN extraido. ERitaura 3.12 se presenta un gel de
agarosa al 1%, en el cual se realizé la cuantificacualitativa. EI ADN obtenido se
observa que es de buena calidad y sin degradasidrgmbargo en algunas muestras existe
presencia de ARN, que no fue necesario eliminar ABNsa ya que no interfirid en la
PCR.

M 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

F"L’-'.r

Figura 3.12 Cuantificacién de muestras de ADN genémico en lidgagarosa al 1% (M: Low

DNA Mass Ladder Invitroge®), INIAP, 2011.
3.2.2 Validacion de muestras de ADN
La validacion de las muestras de ADN se realiz6 iame amplificacion del
marcador molecular STS ligado al g¥nb con la finalidad de verificar que el ADN
extraido no se encuentra degradado y que la piasetee ARN no interfiere la

amplificacion.
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En la Figura 3.13 se observan bandas de amplificacon el marcador STS-
7/STS-8 ligado al gelr5 en un peso entre 400 y 500 pb, por lo tanto lasliciones de

PCR fueron optimas para la amplificacion con esiecador.

En las muestras que no se observo amplificacige@d la extraccion de ADN,

y finalmente se realizo la amplificacion de todaddlacion de analisis.

M 1A 6 2BA 35 38 39 40 46 47 49 50 51 52

Figura 3.13Productos de amplificacién del marcador STS-7/STigalo al ger¥r5 en un gel de
agarosa al 2% (M: Marcador de peso molecular 10@tpbs carriles: diferentes muestras
amplificadas), INIAP, 2011.

3.2.3 Seleccion de individuos portadores del gafil5

3.2.3.1 Pruebas de amplificacion del marcador micsatélite mediante la técnica M13-

tailing

La reaccion PCR-M13 tailing se estandariz6 mediahtearcador microsatélite
Xbarc8 con 7 muestras y dos marcajes diferentes de 7000yn8n. Las pruebas se
realizaron con dos protocolos: el propuesto porilMoy Mifio (2002), y el propuesto por

Vinueza, (2011) con algunas modificaciones.

Los resultados demostraron que el protocolo de ifioguion fue mas eficiente

siguiendo lo propuesto por Vinueza, (2011), se groai observar los alelos en los pesos
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esperados (237 pb y 274 pb) con las dos longitddemda, sin embargo se escogié a 700
nm por la facilidades de genotipaje (Figura 3.14).

|
o~

SR8 o

ﬁ
£ 8 = 237pb
[_

Figura 3.14 Visualizaciénde 8 muestras de ADN a 700nm en un gel de acrikapada el
microsatéliteXbarc8. (Carril 22: Moroco, Carril 24 y 26: Control pasd: Yr15/6*Avocet, Carril
28: Individuo #15, Carril 30: Individuo #43, Car81: Individuo #59, Carril 33: Individuo #113,

Carril 35: Control negativo), INIAP, 2011.

268pb —3n

3.2.3.2 Genotipaje del locusXbarc8 mediante la metodologia M13 tailing de la

poblacion en estudio

Una vez establecidas las condiciones de amplificase realizé el genotipaje de
un total de 147 individuos de la filial, FYr5/6*Avocet/Nr15/6*Avocet mediante el
marcador microsatélitXbarc8 ligado al genYrl5 (Figura 3.15). Este marcador permitid
seleccionar los individuos portadores del gen de o portadores y adicionalmente

diferenciar los individuos homocigotos de los indiixos heterocigotos.
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Figura 3.15Visualizacion del producto de amplificacién de 80estras en un gel de acrilamida
obtenido en el software SAGAMicrosatellite version 3.3 para el microsatéXtzarc8, INIAP,
2011.

El peso determinado para el control positivo ekrdihcial Yr15/6*Avocet se
encontré entre 236 y 239 pb (individuo homocigof®dra los individuos heterocigotos
portadores del gen se determinaron dos alelos @&y 239 pb y el otro alelo entre 273

y 277 pb, como muestra la Figura 3.16.

Adicionalmente, se observé dos alelos para el gemasusceptible Moroco
(control negativo del gen). Un alelo en un pesoee66 y 270 pb y el otro alelo entre 273
y 274 pb.

Figura 3.16 Visualizacion del producto de amplificacién derdasestras portadoras del géris
homocigotas y heterocigotas en un gel de acrilawlidenido en el software SAGA

Microsatellite version 3.3 para el microsatéftearc8, INIAP, 2011.
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De la poblacién estudiada se seleccion 81 indigdumrtadores del gerrls, que
representa el 55%, de los cuales 37 individuosofuebomocigotos, que constituyen el 46%
de los individuos portadores del gen y el 25,17%adpoblacion total analizada. En la

Figura 3.17 se muestra estos resultados.

Porcentaje de individuos portadores y no Porcentaje de individuos homocigotos y
portadores del gen Yr15 heterocigotos para el locus Xbarc-8

_-.-\ -

Individuos

homocigotos
46%

portadores
55%

Figura 3.17a) Porcentaje de individuos portadores y no portaddet gerir15 en la poblacién
estudiadab) Porcentaje de individuos homocigotos y heterooigpiara el locuxbarc8, INIAP,
2011.

3.2.4 Seleccion de individuos portadores del gaf5

3.2.4.1 Amplificacion de ADN mediante el marcador wiecular STS-7/STS-8

La separacion del producto de amplificacion seiz@éaolamente de las muestras
seleccionadas como portadoras del §eld, por lo tanto, un total 81 muestras de la filial
F, Yr5/6*Avocet/Nr15/6*Avocet.

Mediante el programa Photo-CaptMw (version 10.0fs&rminé un peso entre
477 y 479 pb para el control positivo el diferehdeb/6*Avocet. De la misma manera se
determiné el peso para cada muestra (Figura 3.58) ngalizo la seleccidon de individuos

portadores del gew5.
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Figura 3.18 Determinacion del peso molecular del producto dpliéicacion del marcador ST-
7/STS-8 ligado al geir5 en un gel de poliacrilamida mediante el programatd-CaptMw,
INIAP, 2011.

El genotiposusceptible Moroco (control negativo del gen) pneseain peso de

producto de amplificacion entre 487 y . pb.

A partir de la poblacion estudiada se seleccion@n@®iduos portadores del g
Yr5 que representan el 28,4%, sin embargo es impertasitar que este porcentaje
obtuvo de individuos previamente seleccionados cpartadores del geYrl5 y no de la

poblacién otal muestreac.
3.2.5Seleccion de individuos portadores de los genYr5y Yr15 (seleccion individuos
con los dos genes pirardados

Finalmente, se pudo seleccionar los individuospresenten los genir5 y Yr15
de resistencia a roya amarilla piramidados en smomga a partir de la filial ;

Yr5/6*Avocet//Nr15/6*Avocet.

Pa lo tanto, de la poblacion inicial muestreadaseleccionaron 23 individuc

(Cuadro 3.10)que representan un porcentaje de 15,
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Cuadro 3.10Individuos seleccionados portadores de los g¥rey Yr15, genes de

resistencia a roya amarilla) Muestra los individuos heterocigotos para el gelb,
b) Muestra los individuos homocigotos para el §etb, INIAP, 2011.

a) GEN Yri15 GEN Yr5 b) GEN Yri15 GEN Yr5
# ALELO1 | ALELO2 | ALELO 1 # ALELO 1 | ALELO 2 | ALELO 1
MUESTRA]  (ob) (pb) (pb) MUESTRA]  (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

3.3 Determinacién y comparacion de costos de las gidécnicas biotecnoldgicas

evaluadas y los programas de mejoramiento convencial

Para incorporar técnicas biotecnoldgicas a losrprogs de fitomejoramiento es
importante conocer las implicaciones econémicasegi@s procesos tienen en una rutina

de seleccion y produccién de nuevos cultivares.

Con este fin, se realiz6 una estimacién de lososode las dos metodologias
planteadas en esta investigacion, las mismas geerfucomparadas con los costos

estimados de un programa de mejoramiento convegicion

En el Cuadro 3.11 se presenta la estimacion dedsts de 65 cruzamientos

iniciales en invernadero desarrollados en el progree fitomejormaiento del Programa de
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Cereales del INIAP para la obtencién de las pobfes segregantes filiah para el afio
2011.

Cuadro 3.11Estimacién de los costos para el desarrollo de@samientos iniciales en un

programa de fitomejoramiento, INIAP, 2011.

PRECIO
PROCESOS E INSUMOS UNIDAD UNITARIO | CANTIDAD TOTAL

SIEMBRA
Sustrato saco 50 kI 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
Emasculacién y polinizacion 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 TECNICA
Personal técnico mes \ 800,0\ 5 | 4000

TOTAL 4.915,02

A partir de los cruzamientos iniciales en el progga de mejoramiento
convencional y con una presion de seleccion porcafiesponde del 10% a se realizé la
estimacion de costos para el proceso de autofecidmdér,), el mismo que se presenta en
el Cuadro 3.12, donde n corresponde al numero tifegundaciones, en general para
produccién de un nuevo cultivar es de {afa F.
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Cuadro 3.12Estimacion de los costos para el proceso de autodiecion (B-Fs) en un

programa de mejoramiento convencional, INIAP, 2011.

PRECIO
PROCESOS E INSUMOS UNIDAD UNITARIO | CANTIDAD TOTAL

SIEMBRA

Sustrato saco 50 ki 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 TECNICA

Personal técnico mes 8900,0 10 9000

TOTAL 9.409,7:

La estimacion de costos de de la produccion degdatoble haploides mediante
cultivo in vitro de anteras se presentan en el Cuadro 3.13. Lasscestrealizaron a partir
del tratamiento con mayor eficiencia androgénigaayor porcentaje de regeneracion de
plantas verdes obtenido segun el Cuadro 3.5 ygar&i3.6, en el cual, el genotipo INIAP-
ZHALAO 2003 recolectado bajo condiciones de campsentd el mayor porcentaje de
respuesta androgénica del 11,67%, con una produficiél de 35 callos por 300 anteras

sembradas en el medio de induccion Papa-2.

La regeneracién de plantas en esta investigaciofuaaefectiva, pero para los
fines consiguientes se trabajo con el porcentgertado por Maluszynslt al., 2003 que
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establece que en el medio de cultivo de regenera90-2 se determind porcentajes de

regeneracion entre 1,8% y 43,8% con un promedibl¢éo.

Por lo tanto, bajo el porcentaje promedio de regemén de plantas, para la
obtencion de 100 plantas doble haploides del gematbn mayor respuesta androgénica es
necesaria la obtencion de 875 callos embriogéniE®slecir, la introduccion de un minimo
de 7500 anteras en el medio de cultivo de induccdrel porcentaje de regeneracion se

reduce el numero de anteras introducidas increnzepta lo menos 30.000 anteras.

Estos datos influyen directamente en la cantidagdersos que se necesitan para
seleccionar la produccién de doble haploides comderramienta en los programas de
fitomejoramiento y con las consideraciones anter@nte expuestas, se determin6 que el
costo estimado para la produccion de 100 plantake d@ploides mediante cultivo vitro
de anterags 11.555,06 ddélares (Cuadro 3.13).

Cuadro 3.13Estimacién de los costos para el desarrollo deplé)tas doble haploides

mediante cultivon vitro de anteras, INIAP, 2011.

PROCESO DETALLE | COSTO

Costo de siembra material veg Anexo F 97,9t

Costos de insumos direc Anexo C 955, 8¢

Costos de depreciaci para materiales de laboratc Anexo + 349,6°

Costos de depreciacion para equipos de labor Anexo | 551,5¢

Andlisis y manejo técnic 12 mese 9.600,0(
TOTAL 11.555,06

En esta investigacion se determin6 que para laadibn de seleccion asistida por
marcadores moleculares para un total de 100 ingddgdy para los dos genes de resistencia

a roya amarilla el costo estimado es de 10.886arek, presentado en detalle en el
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Cuadro 3.14 segun los costos por proceso para d@assgy con dos marcadores

moleculares.

Cuadro 3.14Estimacion de los costos para la seleccion de gesodle interés mediante

seleccion asistida por marcadores moleculares dgladtas, INIAP, 2011.

PROCESO DETALLE COSTO CANTIDAD coSTO

UNITARIO TOTAL
Siembra material vegetal = | @ ccmememeeeee 97,9¢ 1 97,9¢
Extraccion de ADN 1-18 muestre 15,0C 6 90,0(
Cuantificacion de ADN 1-20 muestre 15,0C 5 75,0(
Genotipaje SSR-M13tailing (1 locus)1 place (96 muestras 191,0( 2 382,0(
Corrida LI-COR 4300S 1 placa(96 muestras 56,0( 2 112,0(
Genotipaje STS (120RX) 1 placa(96 muestras 191,0( 2 382,0(
Visualizacién en agarosa 1-56 muestre 34,0( 2 68,0(
Visualizacion en acrilamida 1-56 muestre 40,0( 2 80,0(
Andlisis y manejo técnico mes 800,( 12 9.600,01

TOTAL 10.886,95

Utilizando los costos obtenidos en las tres metmgiak se realizé una
comparacion econdémica de un programa de mejorami@onvencional mediante
autofecundaciones y un programa de fitomejoramiente incluye estos dos métodos
biotecnoldgicos, estos valores se muestran en &llféw3.15. Se observa que el programa
de mejoramiento convencional requiere de un apt®OmMIco superior comparado con
programas de fitomejoramiento que incluyen culfiveitro de tejidos y seleccién asistida

por marcadores moleculares.
La comparacion de las dos métodos biotecnologieosudstran que los gastos son
similares para un determinado numero de individpos,lo tanto su utilizacion dependen

del objetivo final planteado en el programa de majoento (Cuadro 3.15).
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Cuadro 3.15Comparacion econdmica de los programas de fitomejiento que incluyen
la produccion de doble haploides o la utilizaci@MIAS con el método convencional de

mejoramiento, INIAP, 2011.

e Métod-o Produccion | Utilizacion de
convencional de DH MAS

Cruzamiento inicie (F,) 4.915,0: 4.915,0: 4.915,0:
Autofecundacio (F,) 9.409,7. 9.409,7. 9.409,7:
Autofecundacion (:-Fg)" 5645832 | @ - | e
Produccién de Doble Haploides,) | = 1155506 -
Seleccion de caracteres cualitativo;) | 0 - | —meee- 10.886,9!
Evaluaciones locales de rendimie® 9.739,0 9.739,0 9.739,0
Evaluaciones regionales de rendimié 6.919,6( 6.919,6( 6.919,6(
Incremento de semil’ 1.2812C 1.28120 1.2812C
TOTAL 88.723,7'| 43.820,5! 43.152,3!

! Dato obtenido mediante la estimacion de los castitenidos segtn el Cuadro 3.12 por el nimero tiéemundaciones.
2Detalle de costos estimados en el Anexo J.

®Valor obtenido para cuatro localidades, el de@@diéos costos estimados por localidad se encueatrahAnexo K.

4 Valores obtenidos para la produccién de una hectdeesemilla de trigo segin la Guia del CultivoTdgo, INIAP
2011.

La reduccién o incremento de costos esta directeametacionada con el tiempo y
recursos que demandan la ejecucion de todo el ar@yde fitomejoramiento, por lo que
en esta investigacion se comparé los afios que diEmastos tres programas de

fitomejoramiento en obtener un nuevo cultivar.
El Cuadro 3.16 demuestra que los programas de amejento convencional
necesitan mayor tiempo de ejecucion (13 afios) cadpa con programas que incluyen

metodologias biotecnoldgicas, reduciendo los aBdgamejoramiento a la mitad.

Sin embargo, la produccion de doble haploides t@sagr mas eficiente, ya que no
depende de los caracteres que necesitan ser fijados
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Cuadro 3.16Comparacién del tiempo estimado para la obterd#unn nuevo cultivar o
un cultivar mejorado mediante mejoramiento conwvameliy otros métodos de
mejoramiento que incluyen la produccion de dobfadides o la seleccidn asistida por
marcadores moleculares, INIAP, 2011.

METODOS DE FITOMEJORAMIENTO
ANOS | Método convencional| Produccién de DH Utilizacion de MAS!

1 Cruzamiento inicial ()
Produccion de Dobl .
2 ) Seleccidn de caracteres
Haploides (k)

cuantitativos ()

7

Evaluaciones locales

4 de rendimiento Seleccidn de caracteres
Autofecundacion Evaluacione: herencia cuantitativa,
(FFe) regionales de QTLs.
6 rendimiento .
Evaluaciones locales de
7 Incremento de o
_ rendimiento
semilla
8 Evaluaciones regionales de
9 Evaluaciones locales rendimiento
10 de rendimiento Incremento de semil
11 Evaluacione
12 regionales de
rendimiento
13 Incremento de semil
TOTAL 13 afio! 7 afios 8-10 afio?

IMétodos biotecnolégicos de fitomejoramiento inchsieen los métodos de seleccién por Pedigree o gondRuzas.
2Depende del tipo de caracteres en el que se enfaquejoramiento, si son de tipo cualitativos skioe el tiempo a 8
afios, Si la seleccion es por caracteres de herenaigtitativa (QTLS) como caracteres de producidi¢ calidad se

incrementa a 10 afios.
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CAPITULO 4

DISCUCION

4.1 Relacion entre el estado fenologico de la plany el estado del desarrollo de las

microsporas

Desarrollar una relacion entre el estado fenotbgie la planta y el desarrollo de
las microsporas permite la optimizacion del proadsaecoleccion de la espigas previo al

inicio del cultivoin vitro de anteras.

Saidiet al. (1997) citado por Ramiret al. (2007) menciona que para relacionar
el estado ideal de la microspora y el estado végetde la planta es importante cortar la
espiga donadora cuando esta ocupa aproximadamesterdios del espacio longitudinal

de la hoja bandera.

Un buen indicativo para la recoleccion de espigatrigo donde se encuentra un
adecuado estado de desarrollo de las microsponasifleado medio a tardio) es antes de

gue estas emerjan y sus aristas sean visibles (blesyat al. 1990).

En la presente investigacion se pudo determinaregisgte una relacion entre el
estado uninucleado de la microspora con el englieséonde la vaina de la planta por la
presencia de la espiga sin visibilidad de las asjstanto en el germoplasma de campo
como en el de invernadero. Let al. (2002) confirma esta relacion en su trabajo donde
observa la misma tendencia en estados de desaerold que aun no se observaban las

aristas.

Por lo tanto, aunque las espigas fueron recolestaa el mismo estado de
desarrollo morfolégico segun la escala de Zaddaglistancia ideal de corte difiere entre

cultivares y su procedencia de campo o de inverpatte que concuerda con lo planteado
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por Polciet al., (2010) y lo descrito por Parra, (2010), quiennafirque en cebada cada
cultivar evaluado tenia “una distancia especifeaalte”.

Las diferencias en la distancia de corte enconsraadre el germoplasma que
crecidé en condiciones de invernadero con el queicten campo pueden ser justificadas
mediante aspectos agrondmicos ya que las plantewvei®adero, y consecuentemente las
espigas recolectadas fueron de menor tamafo & leandpo, posiblemente por motivos de
fertilizacion del sustrato, aunque Henry y Buy$2890) mencionan que es muy frecuente
que las plantas cultivadas en invernadero pres@uaens macollos y espigas mas pequefias
a comparacion del material vegetal de campo, persidshte por motivos de adaptabilidad

del germoplasma.

4.2 Factores que influyen en la capacidad androgém y la formacion y maduracion

de callos en el cultivan vitro de anteras

La capacidad androgénica en cultivovitro de anteras en cereales depende de
varios factores como: el estado de desarrollo sieniarosporas al momento de extraer las
anteras, las condiciones ambientales de crecimemt@as plantas donantes de anteras, la
variabilidad del genotipo, la composicion del medm cultivo, entre otros (Roc al.,
1993, Camarenat al., 2008). Estos factores determinan el éxito defivaimediante la
formacion y desarrollo de callos a partir de lasrogporas contenidas en las anteras.

4.2.1 Efecto del estado de desarrollo de las micpmsas
Existe una dependencia total entre el estado derdée ideal de la microsporas

para el comienzo del cultivim vitro de anteras y la respuesta androgénica en todos los

cereales.
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En esta investigacidn se estableci6 que porcenepge el 67 y 72,5% de
microsporas en estado uninucleado medio a tardiogemmoplasma de trigo (Ver
Resultados, Cuadro 3.1) permiten la produccioocalles. Sin embargo, Parra (2010) en su
estudio realizado en cebada, menciona que existeinaremento de la respuesta
androgénica al trabajar con anteras donde el 90%sdmicrosporas se encuentran en el
estado de desarrollo adecuado, no obstante, comertaxistieron grandes diferencias
entre los genotipos que utilizo. Ding-Ganga y Juerd/ (1984) y Henry y Buyser, (1990)
corroboran que la méaxima frecuencia de producceweallos en trigo se produce cuando
las microsporas estan en el estado uninucleadoonsedardio, sin embargo mencionan

también que el rango varia para cada genotipo.

El porcentaje relativamente bajo de microsporagstado uninucleado medio a
tardio obtenido en esta investigacion en relacio@0& de microsporas registrado por
Parraet al. (2010) es un posible motivo por el cual disminlgy@roduccion de callos en el
germoplasma evaluado. El éxito del cultivo de @stelepende en gran medida de iniciar el
cultivo en el estado 6ptimo de desarrollo de lasrosporas, porque iniciar el cultivo en
etapas anteriores o posteriores a la ideal detarama reduccion en la produccion de callos
(CIAT, 1989).

4.2.2 Influencia de las condiciones ambientales teplanta donadora de anteras

El desarrollo de las plantas donadoras de antesgecialmente el efecto del
ambiente sobre la respuesta androgénica es un gisaidido en el estudio de Ramietz
al. (2007), en el cual se determind que la respugstal al cultivoin vitro de anteras de
trigo es mayor al utilizar plantas donadoras quexieron a cielo abierto a temperaturas
entre 5 a 25 °C.

Resultados similares se encuentra en lo repogadbau, Sharma y Ohm, (1991),
los cuales evaluaron 22 genotipos de trigo y emamti mejores resultados de produccién

de callos con plantas donadoras que crecieron empa@an una estacion del afio con
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humedad adecuada. Adicionalmente, Lentini y sugsborvhdores (1997), mencionan que
los mejores resultados en el cultivovitro de anteras se observa con plantas desarrolladas

en campo con altos niveles de radiacion solar ctwosidad y lluvia.

En el presente trabajo investigativo se demuestiguhl manera que el porcentaje
de respuesta androgénica es mayor con el germaplgsm crecid bajo condiciones de
campo, sin embargo, se observé que en ciertos igesola produccion de callos se

presentd Unicamente cuando crecieron en condicames/ernadero.

Orshinsky y Sadasivaiah (1997), reportan que ldymaon de embriones y brotes
verdes se incrementa al utilizar plantas donadguascrecieron en altas temperaturas entre
18 y 25°C y que adicionalmente disminuye la frecieede plantas albinas. Temperaturas
de 19°C en la noche y 29°C en el dia fueron sugeromo Optimas para el desarrollo de
las plantas segun Ying, 1986 citado por Lenénal. (1997). En esta investigacion la
temperatura reportada para el ciclo de siembréasigplantas donadoras de campo en
promedio fue de 12,38°C, menor que la temperatueacmnada, o que posiblemente
influy6 en la baja produccion de callos obtenido®ste estudio.

Es importante mencionar que Yildirim y sus coladoras (2008) sugieren que
existe una relacion entre algunos rasgos morfab8gite plantas de trigo que crecieron en
condiciones de campo sobre la capacidad en elauhivitro de anteras, por ejemplo
encontraron que existe una correlacion signifieatntre el nimero de espiguillas y la
longitud de la espiga con el numero de callos prolds y la regeneracion de plantas,
pudiendo ser usados estos rasgos como marcadorgEgdgicos en el éxito del cultivo de

anteras.

4.2.3 Influencia del genotipo en el cultiven vitro de anteras

A pesar del continuo desarrollo de nuevas metgiaoy protocolos para la

produccién de doble haploides en trigo y los decedisales, es de conocimiento cientifico
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que el mayor obstaculo es la influencia que tidrgerotipo sobre la produccion de callos
y la regeneracion de plantas, como demuestran esaglios reportados por Moraes y
Picard, (1983); Luet al., (1991); Hewstone y Mufioz (1992); Otani y Shimati@95),
Ramirezet al. (2007); Khiabanet al., 2008).

Sin embargo, estos autores concuerdan también erumgenotipo clasificado
como recalcitrante bajo un tratamiento especifiodriga actuar eficazmente bajo otro
tratamiento en el cual se considere todos los fastque influyen en el cultivim vitro de
anteras, por la supuesta interaccion que podré&iregntre el genotipo con el tratamiento

en general.

Los resultados del presente estudio ratifican ki@ dependencia de la técnica
de cultivoin vitro de anteras con el genotipo, bajo las condicionagtpdologia aplicada.
A pesar que no se establecid estadisticamente nootige altamente androgénico, el
porcentaje de respuesta androgénica demuestraNjA@-ZHALAO 2003 y Waxwing
presentaron mayor produccion de callos que losaemotipos evaluados en condiciones
de campo e invernadero respectivamente, y sugieee lgs genotiposyr5/6*Avocet,

Yr15/6*Avocet y Yr18/6*Avocet podrian ser recalcitrantes.

Rocaet al., 1993; Lentiniet al, 2001; Polciet al., 2005 y Camarenet al., 2008
afirman que la capacidad androgénica es un carndetedable, y esto es demostrado en el
estudio de Ramire&t al. (2007), en el cual se obtuvo una respuesta pasli cultivoin
vitro de anteras en la progenie obtenida mediante eacriento de progenitores que no

responden al cultivin vitro con progenitores altamente androgénicos.

Con este antecedente, en esta investigacion sgineh el germoplasma evaluado
a los progenitores de dos las filiales,: FYr5/6*Avocet/Nr15/6*Avocet y
Yr18/3*Avocet//INIAP-QUILINDANA 94. La evaluacion genar del porcentaje de
respuesta andrégenica en condiciones de campo ernadero demuestra que los
progenitoresYr5/6*Avocet, Yr15/6*Avocet, Yr18/3*Avocet y INIAP-QUILINDANA 94
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son genotipos que no responde adecuadamente alocult vitro de anteras (Ver
Resultados, Fig. 3.7).

De igual manera, la filial Fpresento bajo porcentaje de respuesta androgémca,
embargo, especialmente en la poblaciéi8/3*Avocet//INIAP-QUILINDANA 94 obtuvo
un porcentaje superior al de sus progenitores. Hmteho podria ser explicado
genéticamente ya que las poblaciones segreganiedem permitir la expresion de genes
que controla la capacidad androgénica debido @smbinacion genética a diferencia de

la expresion genética de los genotipos estables som los progenitores.

Khiabaniet al., (2008) describe en su investigacion con genotifgsigo iranies
que en general las lineas segregantesmdstraron mayor respuesta al cultivovitro de
anteras que los cultivares evaluados, y explicaegte hecho podria ser atribuido al efecto
de la heterosis o vigor hibrido de lo segreganééscto por el cual los hibridos son

“superiores” en algunas caracteristicas a sus pitges.

4.2 .4 Influencia de los medios de cultivo en el ¢ivo in vitro de anteras

De manera rutinaria, se han ensayado la utilizaggwarios medios de cultivo de
induccion para el desarrollo de callos con antdeafrigo, los mismos que difieren en los
componentes minerales, vitaminas, carbohidratoggemtas gelificantes adicionados al
medio. Hewstone y Mufioz (1992) comentan que losioselss, Papa-2 y Gltimamente el
medio Papa-4 son medios de induccion usados exiesga para produccion de callos en
trigo.

En este ensayo se evalud los medios W14 y Papariguecidos con sacarosa

como fuente de carbohidratos, y un tercer medio Mél4uplementado con maltosa, como

se observa en la composicion detallada en los ABx€ y D.
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Los medios W14 y Wi1l4mal son medios de cultivo dduagion sintéticos de
composicion nutricional bastante similar, difieemnla adiccion de agar (medio W14) y el
azucar afiadido al medio. Estos dos medios se difi@re con el medio Papa-2 por la
adiccidon de extracto de papa como suplemento shay@ria de micronutrientes.

Los resultados globales de esta investigacion dstmaue que la utilizacion de
sacarosa en el medio facilita la respuesta andrcagéie los genotipos de trigo evaluados, a
diferencia de la maltosa (medio W14mal) que disyonootablemente el porcentaje de
respuesta androgénica (Ver Resultado, Fig. 3.%). e@bargo no fue un factor evaluado
estadisticamente.

Trottier et al. (1993) citado por Egafia (1995) afirman que ettefelel uso de la
maltosa varia con los genotipos de trigo utilizag@®r la presencia de aminoécidos en el
medio de cultivo, pudiendo inhibir la androgéngsia regeneracion de plantas en algunos
genotipos, o estimular la respuesta androgénicagenotipos que actlan como
recalcitrantes. De similar manera, Karshial. (1994) citado por Georget al. (2008)
afirman que la maltosa incrementa la inducciénal®s y regeneracion de plantas durante

la androgénesis en trigo y en triticale.

En la Figura 3.8 se muestra que de manera genkenalagor porcentaje de
respuesta androgénica se obtuvo con el medio bgeapa-2. En ensayos establecidos en
otras especies como tabaco, arroz y cebada obtieames resultados en la frecuencia de
induccion de callos al utilizar medios liquidos gaultivo in vitro de anteras, ademas
demuestran que la utilizacion de agar puede indlnila diferenciacion celular de los callos
(Han, 1985). De la misma manera existe recomena@sipara sustituir el agar del cultivo
in vitro por, por otros polimeros como la agarosa, eltgelel almidon y el ficoll (Egafia,
1997).

La induccién de callos en gramineas en generahgsaceso dificil, sin embargo
a sido conseguido con la adiccidén de altas cormeintres de auxinas al medio (Lenthi
al., 2008), entre 2 a 10 mg'lde 2-4 dicloro fenoxiacético (2,4-D). Para Camareirs.,
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2008, la utilizacién de concentraciones de 1,5 an@L* de 2,4-D junto con bajas
concentraciones de citoquininas son indispensadta gl cultivoin vitro de anteras de

trigo.

En los medios de cultivo evaluados en esta invastig se adiciond la misma
concentracion de kinetina (0,5 mg)l. mientras que la concentracién de auxina vawéa P
los medios W14 y W14mal fue de 2 mg.te 2,4-D y en el medio Papa-2 disminuyé a 1,5
mg.L* de 2,4-D.

Los resultados de este estudio en general demueagimel mayor porcentaje de
respuesta androgénica se encontrd al utilizar elionde cultivo Papa-2, cuya relacion
auxinas-citoquininas son diferentes a los otros wheslios evaluados. El aumento de
respuesta androgenica observado en el medio Pppdra ser atribuido a la composicion
del extracto de papa adicionado al medio, en dlsi@onoce que existen sustancias que
actlan de manera similar a las citoquininas, sibaego ain no se conoce la composicién
exacta del extracto (CIAT, 1989).

En cebada se conoce que el metabolismo hormorzgciamente los niveles
variables de citoquininas endégenas podrian serdanas causa por las que se obtiene
diferentes respuestas al cultivovitro en diferentes genotipos (Norstog, 1970 citado por
Egafa, 1995). De la misma manera, en trigo, eéestroducido en las plantas donadoras
de espigas podria alternar los niveles de hormagradogenas y asi alterar las

concentraciones de hormonas del medio de cultiVATC1989, Cistué y Kasha, 2006).

Zheng, M. Y. y Konzak, C. F. (1999) evaluaron amtcacién de 0.5, 1, 2y 4
mg.L* de 2,4-D suplementadas al medio de cultivo. Cauld determinaron que la mayor
produccién de callos y frecuencia de regenerac&plantas fue al utilizar 1 mg'ide la
hormona. Sin embargo, la utilizacién de 2 y 4 rifgpbr menos tiempo, de10 y 15 dias de

duracion, fue suficiente para la inducir la foridacde callos.
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En esta investigaciobn, en general se obtuvo mayoceptaje de respuesta
androgénica al utilizar el medio de induccion d@&2a (Ver en resultados, Figura 3.8),
para germoplasma de campo, pero estadisticamentse nobservd diferencias en la
utilizacion del medio soélido (medio W14) y del mediquido (Papa-2) para la induccién
de callos, no obstante el medio W14mal no fue f@dtajo las condiciones planteadas en
este estudio. Es importante resaltar que segUfigasas 3.4 y 3.6 del Capitulo Resultados
se demuestra que algunos genotipos consideradas rEmalcitrantes en el medio Papa-2

tienen respuestas androgénica en el medio de @WiA4.

En condiciones de invernadero, los resultados sergigue para la produccion de
callos del germoplasma de trigo los medios W14 yival tienen un efecto diferente entre
si en términos de capacidad androgénica, perangba@rlios con el medio Papa-2 el efecto
es similar, sin embargo el medio W14 obtuvo magmrentaje de respuesta androgénica
(Ver Resultados, Fig. 3.8), posiblemente por losnmonentes del mismo. Esto se
corrobora por los trabajos realizados por CIAT,89)9 McGregor y McHughen (1990) y
Georgeet al. (2008), donde el extracto de papa afadido al anddi cultivo junto con
reguladores de crecimiento y otros componente®ssidera un medio exitoso en cultivo
de anteras de trigo. De igual manera Han (199%blexe que la mayor frecuencia de
diferenciacién celular de los callos y un 50% dgereracion de plantas verdes se obtuvo al
utilizar medio de papa esterilizado por filtracidm utilizacion del medio de Papa-2 con
mayor concentracion de nitrato de potasio y laiddide glutamina y agar, demostré ser
efectivo en la respuesta androgénica de cultivanegralianos (Loschenberger y Heberle-
Bors, 1992).

Kondié, Kobiljski y Hristov (2008), lograron obteneespuesta androgénica en
todos los genotipos;Fjue evaluaron al utilizar el medio de inducciopaa, reportaron
altos porcentajes de produccion de callos, inclusyores al 100% ya que cada antera
produjo mas de un callo, con un promedio de 47,28 embargo, estos resultados no
concuerdan con lo obtenido en este estudio, yaequaromedio la produccién de callos

fue baja, de 2,34% y 0,63% en campo y en invermatkspectivamente (Ver Resultado,
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Fig. 3.8), posiblemente porque no solo dependengelio de cultivo sino de otros factores
que se analizan en esta investigacion.

4.3 Duplicacion cromosémica

El porcentaje de duplicacion cromosOmica espontate@ende del genotipo
(Sorianoet al., 2007). Cistué y Kasha (2006) describen que go &kiste una duplicacion
de entre el 50 al 60%. Datos obtenidos por Stoldegs, 1997 citado por Soriaebal.
(2007) mencionan rangos obtenidos entre 15 y 44%dwdicacion espontanea en
cultivares alemanes. Barnabas, 2003 citado porSoet al. (2007) del 25 al 68% en
cultivares europeos y Kondiét al. (2008) un porcentaje de 47,9%. Todos estos
porcentajes son relativamente bajos comparadososoobtenidos en otros cereales como
la cebada (80-90%) (Cistué y Kasha, 2006). En gplesma brasilefio estos porcentajes de
duplicacion son aun mas bajos, obteniendo solamenge planta duplicada de forma
espontanea de un total de 36 plantas regeneraadaad®y Picard, 1983).

Este inconveniente ha sido superado con el usogdetes diploidizantes que
permiten incrementar la tasa de duplicacién cellfar especies com@ryza sativa y
Brassica podrian aumentar la embriogénesis, y en otra espemmmo el trigo podria
reducirla, especialmente si los diploidizantes sgplementados directamente al medio de
induccion (Camarengt al., 2008 y Polckt al., 2010).

Para Barnabas en Maluszynskal., 2003 adicionar colchicina directamente en el
medio de cultivo de induccion e incubar las antgras 3 dias a 29°C en la oscuridad
incrementa la frecuencia de divisiones nucleares;ogno consecuencia aumenta la
produccién de embriones y callos en algunos geo®tie trigo. Afirman también, que la
adicion de colchicina al medio de induccién no t#éa respuesta de produccion de callos
ni la capacidad de regeneracion (Barnabas, Pfghikvacs, 1991). Las concentraciones
bajas de colchicina podrian solamente inhibir kdsthn celular por un periodo corto de

tiempo y una vez duplicados los cromosoma la nstegjue su proceso normal, pero esta

107



sustancia es considerada altamente toxica aumentendmortalidad de las plantas
regeneradas o reduciendo su fertilidad (Barnabals, 2001).

El ensayo establecido en esta investigacion noydadlina evaluacion del efecto la
8-hidroxiquinolina en el medio de cultivo de indidet; en todos los tratamientos se afiadio
40 mg.L! de este agente diploidizante como recomienda a@basien Maluszynskt al.,
2003 al utilizar colchicina, motivo por el cual se establecié que concentraciones de esta
sustancia podrian inhibir o incrementar la prodiecde callos en el germoplasma

evaluado.

Actualmente, no existen estudios que determineffieeto de la 8-hidroxiquinolina
en el cultivoin vitro de anteras dé&riticum aestivum L., pero la investigacion realizada por
Sorianoet al. (2007) demuestra que la aplicacion de colchicimamte un pretratamiento
de estrés con manitol incrementa el porcentaje w®icdcion en todos los genotipos
evaluados, tanto en el cultivo de anteras comoideaporas. Adicionalmente, en algunos
genotipos se observdo un aumento de numero de glamtales regeneradas pero en
términos de capacidad androgénica, es decir praiuae callos y embriones, no se

presentd ninguna diferencia significativa.

Un estudio similar fue realizado por Islam (20¥9),el cual demostré que agregar
100 mg.L* directamente al medio de induccién puede increanel& formacion de
embriones y plantas verdes regeneradas en cutiivitro de anteras, situacion que no
ocurre al utilizar cultivo de microsporas. De iguaanera incrementd la frecuencia de

duplicacion cromosomica.

En esta investigacion, la baja produccion de calltenido podria ser explicado
por un fenébmenos de inhibitorio de la 8-hidroxiaplina sumada a la limitacion de la
técnica de cultivon vitro de anteras por los factores que se discutié sadeion anterior.
Como el estudio de Zamasi al. (2003), quienes observaron que el tratamiento3fbn

mg.L™ de colchicina influye en la produccion de callagug el genotipo al cual es aplicado
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es la mayor limitante. En sus resultados disminelydorcentaje de respuesta androgénica
comparados con los tratamiento en los cual noardaluplicacion con colchicina.

4.4 Regeneracion de plantas

La regeneracion de plantas es un proceso influéngar la relacion de auxinas y
citoquininas suplementas en el medio, bajas cora®ahes de auxinas y altas de
citoquininas (Letiniet al., 2008), puesto que asi se estimula la difereramacelular del

callo hasta desarrollar una planta.

En este estudio el medio de regeneracion 190-2esalté efectivo para la
regeneracion de plantas, no obstante, se pudovabskrs casos en los que un callo de la
poblacion k Yr18/3*Avocet// INIAP-QUILINDANA 94 presenté yemas deecimiento
verdes y la formacion de raices, y varios callok aagtivar INIAP-ZHALAO 2010
produjeron raices.

Esto demuestra que las células de los callos fomgejido parenquimatoso y
consecuente se diferenciacion en tejido endomsrégteo para la formacion de raices, y en
meristemas periféricos para la formacion de yenwmsoc menciona la literatura. No
obstante se ha sugerido que la formacion de plaptede ocurrir también por
embriogénesis directa (Liamjal., 1987 citado por Hewstonet, al., 1990) y no solamente
mediante rediferenciacion de los callos producigos las microsporas (Shimada, 1981
citado por Hewstonegt al., 1990).

Segun lo referido por Lentiet al., 1997 a los 20 dias de incubacion del cultivo se
puede observar la formacion de una masa de tejidiferenciado denominado callo, el
mismo que dependiendo del genotipo a partir d80oa 50 dias de incubacion alcanza un

tamafio de 2mm, 6ptimo para realizar la regeneratgboallo hacia planta.
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Barnabas en Maluszyns#ti al., 2003 describen eficiencias entre 1,8 y 43,8% de
regeneracion de plantas utilizando el medio denegeion 190-2 en genotipos europeos.
De igual manera Kondiét al. (2008), al utilizar el medio 190-2 lograron regemeen

promedio 5,8 plantas por espiga.

En genotipos australianos utilizando este mismoiongel cultivo el porcentaje de
regeneracion fue en promedio de 9,4% en el primerde evaluacion y se redujo a 3,6%
en el segundo afio, y sus resultados indican qudellbs 31 genotipos evaluados no

regeneraron ninguna planta (Loschenberger y HeBenlg, 1992).

Es posible que en este trabajo, los callos del gglamma evaluado necesitaron
otras condiciones de incubacion y requerimientaiciahales que no fueron abastecidos
por el medio de regeneracion 190-2 propuesto Hayafly (1984) citado por Maluszynski
et al. (2003), pero el medio de cultivo 190-2 propuestofiarang y Xu (1983) citado por
Hewstone y Mufioz (1992), presenta diferencias ctamreduccion de la cantidad de agar
suministrada al medio de 6 a 3,5 4.lla fuente de calcio es reemplazada de nitrato de
calcio por cloruro de calcio y no se afiade al medguladores de crecimiento. Estas

diferencias podria mejorar el porcentaje de regai@n de plantas en este estudio.

Torp et al. 2001 citado por Cistué y Kasha, (2006) detectd euiste una
diferencia del 31,5% de variacién genética en wudoel cromosoma 5BL de plantas

regeneradas verdes y albinas.

Ankeleet al. (2004) citado por Cistué y Kasha (2006), observapee en el ARN
paterno de plantas albinas existe ausencia de |A Bdlimerasa codificada por los
plastidio (plastid encoded plymerase”, PEP), poseouencia existe un fuerte reduccion de

las proteinas producidas por los plastidios deskmaado el albinismo.

Sin embargo, en este estudio no se pudo detereliparcentaje de albinismo.
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4.5 Seleccion asistida con Marcadores Moleculares (MAS)

En los programas de fitomejoramiento la selecca@istida por marcadores
moleculares es una herramienta adecuada pareelzci®el temprana de germoplasma que
presentan genes de expresion fenotipica contrgadal medio ambiente o por genes de
resistencia a enfermedades, como los genes queleoria resistencia a roya amarilla en

trigo, los genes mayoré&§5y Yr15.

La heredabilidad de los genes evaluados en eststigacion esta controlada por
los principios de Mendel. Por tantd;,5 y Yr15 son genes heredados independientemente el

uno del otro, no se encuentran ligados y estaradbgen diferentes cromosomas.

En este estudio se utilizO generaciones Bs mismas que favorecen la
recombinacion genética y permiten realizar unacs&la de caracteres de interés, ya que
en dicha poblacién se relnen caracteres que astisaa separados en los dos parentales
(Medina, Yanes vy Zaffaroni, 2001).

Con este antecedente y segun las proporciones fiagradepara la recombinacion
genética de individuos ;Fdihibridos (AaBb), de los cuales se obtiene cuéippos de
gamentos, la proporcion genotipica eneB 9:3:3:1 (Luengo, 2007). Es decir, para estos
dos genes gue confieren resistencia se esperaeobie®3,75% de plantas resistentes en la
filial F,, pero solo en el 60% de esta poblacion la regsigteseria por la combinacion de
los dos genes, de los cuales el 18,75% son hontosigara uno de los dos genes (AABB
y AABD) y 37,5% heterocigoto (AaBB y AaBb) paramneismo gen. Y apenas el 6,25% de
la poblacién total seria homocigética para amboeg€GENMIC: Grupo de Investigacion

de Genética y Microbiologia, n.f).
En este estudio, se seleccion6 23 individuos poréadde los dos genes de

resistencia a roya amarilla, los mismos que reptasesl 15,65% de la poblacién. Trece de

los individuos fueron homocigotos (8,85%), y lostamtes individuos fueron heterocigotos

111



(6,08%) para el genrl5. La metodologia utilizada en esta investigacionpeomitio

diferenciar codominancia para el gérb.

Los porcentajes difieren por el tamafio de la maestteccionada, puesto que para
llegar a las proporciones esperadas se deberiaagvablos los individuos de la poblacion

F, o aumentar el nimero de individuos evaluados.

4.5.1 Seleccion de individuos portadores del geyrl5 mediante amplificacion del

marcador microsatélite Xbarc-8

El marcador microsatélitébarc-8 se encuentra a 9 cM del gérl5 (Wheat CAP,
2011). A pesar de la distancia genética de esteaaiar Murphyet al., (2009) report6 que
los marcadoreXbarc8 y Xgwm413 resultaron efectivos en el diagnostico del Yetb de
un ‘backgrounds genético’ o poblacion genética ptagara un cultivar evaluado en su

estudio.

De similar manera este marcador microsatélite t@siectivo en la seleccion de
individuos portadores del gen en la poblacignriiestreada. Mediante genotipaje de este
locus se establecié que el peso para el diferehommlocigotoYr15/6*Avocet se encontro
entre 236 y 239 pb.

Similar a Vinueza, (2011) que reporta un peso pnmenor de 234.44 (£1.41)
pb para el diferenciatr5/*6Avocet portador del gen. Esta diferencia puegleexplicada
por la diferente metodologia utilizada en esta stigacion, en la que se reemplazé la
visualizacion en geles de agarosa por el genotipadiante metodologia M13-tailing. No
obstante, Murphy, (2010) citado por Vinueza, (20ihtlica que en genotipos portadores

del gen el peso es de aproximadamente 250 pb.

En el caso del genotipo susceptible Moroco, Vinué2@l1l) reporta un peso de

285.33 (£0.55) pb diferente al determinado en estadio en el cual se observaron dos
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alelos un entre 266 y 270 pb y el otro alelo e@#8 y 274 pb. Y de la misma manera,
Murphy, (2010) citado por Vinueza, (2011) determiuée en las lineas no portadoras del

genYr15 se observa una banda en aproximadamente 300 pb.

4.5.2 Seleccion de individuos portadores del gevir5 mediante amplificacion del
Marcador Molecular STS-7/STS-8

El marcador STS-7/STS-8 se encuentra a 0,3 cM eelYgs (Murphy et al.,
2009), sin embargo Chest al., 2003 (datos no publicados) citado por Murpyal.,
(2009) establece que el marcador molecular STSe&8un marcador que muestra
polimorfismo limitado en varias genotipos de trigdirma que el desarrollo de marcadores
CAPS mediante un corte enzimatico dopn Il podria facilitar la diferenciacion entre
lineas portadoras y no portadoras del gen utiliassalamente agarosa, sin embargo esta
metodologia generd en algunos genotipos no poeador fragmento de igual peso que los
portadores del gen (Chehal., 2003).

Chen et al., 2003 encontraron que existe un polimorfismo deb6dgl tipo
delecion-insercion entre el diferencigt5/*6Avocet, portador del gen y el genotipo
susceptible Avocet. En esta investigacion se evatundo genotipo susceptible a Moroco,

con el cual se determind que existe un polimorfisi®® a 10 pb con respecto al portador.

El peso molecular determinado en esta investigagiana el diferencial
Yr5/*6Avocet (477-479 pb) concuerda con lo publicgaw Chenet al., 2003 y Wheat
Cap, 2010, cuyo peso reportado es de 478 pb. Nmrdabsen el estudio realizado por

Vinueza, 2011 el peso determinado fue menor depy74

Mediante este argumento, los individuos selecciosatbmo portadores del gen
de la filial F, Yr5/6*Avocet/Nr15/6*Avocet fueron aquellos en que se observé eifpal
entre los pesos de 475 y 479 pb. Sin embargo,iexist individuos que presentaron
amplificacion en pesos de 474, 475 y 480 pb (dammspublicados) cercano al peso
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reportado en la literatura, individuos excluidoslalseleccién ya que la técnica empleada
para la visualizacion del producto de amplificaci@eles de poliacrilamida) presenta
problemas de absorcion y desorcion de agua endas mlel gel durante la electrofoesis,
que modifican la estabilidad del gel y disminuyanrésolucion de la técnica, ya que la
absorcion del agua no es uniforme en todo el gaehdo que se incremente el tamafo del
poro y por lo tanto que las moléculas migren mpagioa principalmente en la region media
del gel comparadas con las de los extremos, lalgi@ma y afecta la reproducibilidad de
la electroforesis, y como consecuencia se deterpgesas moleculares de mayor o menor

namero de pares de bases al real (Garcia, 2001).

4.6 Evaluacion y comparacion de costos

4.6.1 Comparacion del método convencional de fitojogamiento con el método de

produccion de doble haploides (DH)

La utilizacion del cultivo de anteras y de micragisopara produccién de doble
haploides se encuentra limitado por los factores gpi discuten en el punto 3.2.2 en la
seccion Resultados, como menciona Soriah@l. 2007, a nivel comercial el mayor
inconveniente se encuentra en la baja eficienclariegénica y de regeneracion de plantas,
contrastado con una alta frecuencia de plantasmaaby baja frecuencia de duplicacion

cromosOmica para algunos genotipos.

Motivo por el cual, Polcet al. (2010) menciona que esta metodologia deberia ser
aplicada Unicamente en genotipos élite que se nutete mejorar, y menciona que en
general, la produccion de doble haploides resuitgasto excesivo en comparacion a los
métodos tradicionales de mejoramiento. Adicionabeerdenry y Buyser, (1990) comentan
que no todos los materiales genéticos de un pragdermejoramiento produciran plantas
verdes, mencionan que por lo menos hay un 5% dadvapara la produccién de doble

haploides.
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Sin embargo, segun los costos obtenido en estatigaeion (Ver Resultado,
Cuadro 3.15) y comparados con los de un programmejeramiento convencional, la
producciéon de doble haploides implica una reducdémgastos del 50,6%, obteniendo un
cultivar en aproximadamente la mitad del tiempaueglo por el método convencional.
Lentini et al. (1997) define que utilizar el cultivia vitro de anteras para el desarrollo de

nuevos cultivares en arroz presenta un porcengajerdabilidad del 28 al 60%.

Similar a lo que afirma Polet al. (2010), en este estudio el método de produccion
de doble haploides simplemente constituye una iméerda de apoyo a los programas de
fitomejoramiento y no un reemplazo ya que solo pernacortar el proceso de
autofecundaciones para lograr homocigosis de 6 afiaafio, obteniendo lineas idealmente
100% homocigotas. Este proceso se podria reahizlrsio en 6 meses segun Ramiez
al. (2007), o de 8 a 9 meses para mejoramiento em E2IAT, 1989).

La homocigosis que presentan los DH hace de esterinlavegetal ideal para
participar de ensayos locales de rendimiento, perconstituyen en si cultivares mejorados
ya que no han pasado por el proceso de selecciGardeteres deseables como resistencia
a enfermedades, caracteres agrondmicos o toleran@apectos ambientales como el

material obtenido mediante mejoramiento convencti@@iAT, 1989; Lentiniet al. 1997).

Adicionalmente, el porcentaje de homocigocis debdbises un punto discutido por
Rocaet al. (1993) vy Ying, 1986 citado por Lentidial. (1997), quienes mencionan que la
estabilidad genética en plantas regeneradas den pEdtd afectada por la variacion
gametoclonal, el nivel de ploidia, mutaciones da bB@&cuencia, hibridacion espontanea y
cambios estructurales en los cromosomas. Por epersglatribuye solamente un 90% de

homocigosis en plantas regeneradas de arroz (CB86,citado por Root al., 1993).

Segun Ying, 1986 citado por Lentietial. (1997), establece que las plantas doble
haploides son 90% estables y uniformes, solamen8% presentaria variaciones en algin
caracter de tipo agronémico, y que las variacicsesamportancia se presenta en baja

frecuencia (0,7% aproximadamente).
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Por los motivos antes mencionados las plantas esgeas por cultivon vitro Ry
deben ser sometidas a un proceso de seleccionayifigue el nivel de haploidia y su
estabilidad genética. Y una vez seleccionadasaeageheracion Rla semilla producida
puede ser evaluada para otros caracteres. Unaarexcdirrido este proceso, el material
vegetal seleccionado esta listo para seguir elegmde evaluacion y seleccion normal que

se usa en mejoramiento convencional (Lemtial. 1997 y Jiménez, 1999).

La evaluacion y seleccion en R R, implica la adicion de un valor economico al
utilizar la produccion de doble haploides como ahiarnativa, sin embargo estos costos
siguen siendo menores que en el mejoramiento coirel, y de igual manera en
términos de tiempo no superan a los afios de evahgsc que implica las

autofecundaciones en generaciones desdgddats.

El éxito de la obtenciobn de nuevos -cultivares ers Iprogramas de
fitomejoramiento que incluyen la produccién de é@obaploides depende del desempefio
agronomico de las plantas regeneradas. Existensvastudios que justifican que no hay
diferencias al comparar el desempefio de los DHlicmas homocigotas obtenidas por

mejoramiento convencional (Roegal., 1993).

En trigo, la evaluacion de Buyser y Henry, (1986do por Rocat al., (1993),
indica incluso que en promedio el rendimiento deDd1 supero a los testigos, y que 4 de

las 12 lineas DH evaluadas obtuvieron mejor rerefitoi que los testigos.

4.6.2 Comparacion del método convencional de fitojogamiento con el método de

seleccion asistida con marcadores moleculares (MAS)

Los costos obtenido en esta investigacion paratileagion de la seleccion
asistida con marcadores moleculares en un progdanfitomejoramiento (Ver Resultados,
Cuadro 3.14) demuestran una disminucién de un 5aj4%mpararlos con un programa de

mejoramiento convencional, y en el caso de estaliestuyo objetivo fue la seleccion de
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germoplasma resistente a roya a amarilla, es deaircaracter cualitativo se pudo
establecer una reduccion del tiempo de 13 a 8 péos obtener un cultivar resistente

mediante piramidacion de dos genes.

De acuerdo con Langridge, (2003) el tiempo estingata la liberacion de nuevos
cultivares de trigo es en promedio 12 afios, contilizacion de MAS el tiempo de
liberacion es mas rapido de 5 a 7 afios. De la anim@neraBarr et al., (2000 citado por
Medinaet al., (2001) comenta que comparado con el procesetdmruzas, la utilizacion
de MAS para la transferencia de un gen dominantiigaeducir dos afios del proceso

general de mejoramiento.

La piramidacion es un proceso complicado de impamr mediante
evaluaciones fenotipicas (mejoramiento convencjpniak interacciones incompatibles
entre huesped y patdégeno (resistencia) poseen ertoekpistatico sobre las otras
interacciones (Tranquilli y Suarez, (n.f) en Kadtlal., 2003). Por tal motivo, la seleccién
asistida con marcadores moleculares se convierta erejor alternativa para seleccionar
genotipos con acumulacién de genes en ausencigpatébeno (Kellyet al., 1994),
especialmente aquellos que asocian genes mayomesidencia con genes de resistencia
parcial. Los genes se vuelve mas eficiente cuaatoincorporados en un cultivar de
interés agrondmico.

Adicionalmente, la seleccion de genotipos de istese puede realizar
independientemente del estado fisiolégico de delarde las plantas y en generaciones
tempranas, especialmente en la generacion de ns&gvegacion, la filial £ como se
realizé en esta investigacion, ya que la selecs@®mnealiz6 en estado de plantula y en la
filial F, Sorrells, (1998) citado por Medimtaal. (2001) afirma que esta es una poblacion
muy enriquecida en los alelos deseados y la sélegrevia permite disminuir la magnitud
de los ensayos experimentales en campo. Los castodeterminaron mediante estas
referencias, y posiblemente el valor econémicoadeslvaluaciones locales de rendimiento

podria reducirse al trabajar con una poblacién iixgatal mas pequefia en cada ciclo.
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Kohli et al., (2003) comenta que la factibilidad de la aplidacte la seleccion
asistida por marcadores moleculares en mejoramagypende de varios aspectos como la
reduccién de costos, la simplicidad de la metodalog la utilizacion de marcadores
moleculares basados en una Unica técnica mole&daser simples, rapidos y econémicos

son recomendados los marcadores alelo-especifitpaBCR.

El éxito de la incorporacion de MAS al fitomejoramio depende de la eficiente
seleccion de los marcadores moleculares que seil@ados, marcadores que detecten
gran cantidad de polimorfismos y estrechamengelbg al locus de interés (Medigtal.,
2001 y Langridge, 2003).

Marcadores con las caracteristicas antes mencisrfageon utilizados en este
estudio para realizar la seleccion de genotipastesges a roya amarilla. La utilizacion de
los marcadores STS y SSR demuestra que los casiamfconsiderablemente menores al
compararlos con el proceso de autofecundacionesieieramiento convencional e incluso
al incluir la produccién de doble haploides (VersR&ados, Cuadro 3.15). Especialmente

por la optimizacion de los recursos.

En contraste, el costo de utilizar el mejoramiescstido mediante marcadores
moleculares en la rutina se encuentra limitadogbhéamafo de la poblacion muestreada y
por el nimero de locis que se van a detectar cdimoaaBarr et al., (2000) citado por
Medina, et al., (2001) y Sorrels (1998) citado por Avedaiio @00Esta situacion es de
interés ya que en este estudio se determind ldescdge seleccion con 100 individuos y
para dos genes, por lo tanto, es de esperar qucrsementen los costos de seleccion

conforme el nimero de individuos evaluados aumenten

No obstante, se espera que la utilizacion de mmjerdo asistido mediante
marcadores moleculares en fitomejoramiento confdantecnologia avanza sea un proceso
menos costoso y mas eficiente al implementar tésninas simples y reproducibles en

menor tiempo y una poblacién de gran tamafio.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

. En esta investigacién se pudo determinar que atlestegetativo 6ptimo para la
recoleccion de espigas de germoplasma de trigdNd&P se encuentra entre los
estadios Z4.5 a Z4.7 segun la escala de Zadoksjrc@orcentaje de microscopras

en estadio uninucleado medio a tardio del 67 al.73%

. Al evaluar el germoplasma de trigo del INIAP, sel@evidenciar bajas frecuencias
de produccion de callos con los medios de inductM®, Wil4mal y Papa-2,
mientras que con el medio de regeneracion 109{fReposible la regeneracion de
plantas verdes.

. El mayor porcentaje de respuesta androgénica (%d),&¥obtuvieron las anteras de
las plantas donadoras que crecieron en campo yradas en el medio de
induccion Papa-2 del genotipo INIAP-ZHALAO 2003, tmo por el cual podria
ser considerada como un genotipo progenitor coactdad androgénica, capacidad
que podria ser heredada a su progenie.

. Los genotipos Yr5/6*Avocet, Yrl5/6*Avocet y Yrl8/6*Avocet pueden ser
considerados como recalcitrantes bajo las condisi@xperimentales desarrolladas
en esta investigacion, debido a la escasa produde@allos que presentaron y a la
fuerte influencia del genotipo utilizado y su ir@ecion con factores como el medio
de cultivo, el estado de desarrollo de la microspgoias condiciones de crecimiento
de las plantas donadoras de anteras.

. La técnica de seleccidn asistida con marcadoresaulares permitio la seleccion
de individuos con los gen&%5 y Yrl5 de resistencia a roya amarilla piramidados
en su genoma a partir de la filial /5/6*Avocet//Yr15/6*Avocet.
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6. La producciéon de doble haploides mediante culiivaitro de anteras demostré un
ahorro econémico estimado del 50,6% y de 51,4%calrporar la seleccién asistida
con marcadores moleculares, comparados con ungmagde fitomejoramiento

convencional.

7. El tiempo requerido para la obtencion de un nuextvar disminuye de 13 afios
con mejoramiento convencional a 7 afios mediantdti@ncion de doble haploides
y se redujo a 8 afios utilizando mejoramiento agistion marcadores moleculares

para seleccion de caracteres cualitativos coma essistencia a roya amarilla.

8. Finalmente, la aplicacion de la técnica de cultimovitro de anteras para la
produccién de plantas doble haploides y la selec@sistida con marcadores
moleculares permitieron la evaluacién de la respugsl germoplasma de trigo del
INIAP para la obtencion y seleccion de plantasstesies a roya amarilla, estas dos
técnicas biotecnologicas demostraron ser herraagenbmplementarias de los

programas de fitomejoramiento.
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CAPITULO 6

RECOMENDACIONES

1. En futuras investigaciones, seria de importanctardenar el periodo o ciclo del
afo en que la siembra de las plantas donadorastaerobtener mayor respuesta al
cultivo in vitro de anteras puesto que las condiciones ambientaieque se

desarrollan las plantas donadoras de anteras énflolgre la capacidad androgénica.

2. Las espigas del germoplasma de trigo evaluado taniregestigacion deberian ser
expuestas a un pretatamiento coneboques osmoticos, tratamientos con
temperatura (frio o calor), aplicacion de sustanc@no manitol entre otros, previo
al cultivoin vitro de anteras, con el fin de incrementar la formadiércallos y la

regeneracion de plantas verdes.

3. Se podria evaluar otros medios de cultivo de inidaccon los cuales se obtenga
mayor porcentaje de respuesta androgénica, comomkedios N6, MyS con
modificaciones y Papa-4. Adicionalmente se puedalizax cambios en la
composicion del medio Papa-2, especialmgmtdando diferentes concentraciones
de auxinas y citoquininas con el fin decrementar su eficiencia en relacion a la

produccién de callos.

4. Se deberia realizar una evaluacion del porcentjduglicacion espontanea en el
germoplasma de trigo con el propésito de reducim@uso la eliminar la
utilizacion de agentes quimicos diploidizantes, quebablemente inhiben la
respuesta androgeénica. Si el porcentaje de dugitaspontanea es bajo se podria
determinar la sustancia quimica diploidezante, dacentracién y duracion del

tratamiento adecuado para realizar la duplicacidmosdmican vitro.
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. Para utilizar el cultivo de anteras como una heeata rutinaria en un programa de
fitomejoramiento, el ndmero de anteras introducigesa los genotipos con
capacidad androgénica deberia ser entre 10.000 .90BOanteras ya que
incrementaria el nimero de callos producidos ypdsibilidad de obtener mayor

namero de plantas regeneradas.

. El trabajo podria ser completando evaluando diteeemedios de regeneracion de

plantas y su efecto en la produccion de plantasadb

. Los individuos seleccionados como portadores dedos genesYr5 y Yrl5
(homocigotos) serian excelentes candidatos comgepitres donantes en un
programa de mejoramiento convencional mediant®aetizas con el objetivo de

mejorar un cultivar élite con respecto a su res@éea roya amarilla.

. En relaciéon a la metodologia utilizada para setewui los individuos portadores del
gen Yr5, se podria mejorar reemplazando el uso del marc&d& por otro
marcador como los CAPS (Cleaved amplified polymmrgequence), marcadores
que utilizan enzimas de restriccién y en el caadiqular del genyr5 se puede
utilizar la enzimaDpnll, cuyo sitio de restriccion esta presente encldsivares no
portadores y ausente en los portadores del genef@lmargo, esta metodologia
supone de una previa estandarizacién para podeutiieada rutinariamente en

mejoramiento asistido con marcadores moleculares.

. Se recomienda utilizar marcadores microsatélites flanquean a un sitio proximal
al gen¥Yr5, el marcador dominant€barc349 localizado a 0.4 cM o el marcador
codominanteXbarcl67 a 2.6 cM del gen, que permitirian distinguir indiwos

homocigoto y heterocigotos.
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