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INTRODUCCION

El mejoramiento genético convencional
de arroz, trigo y cebada

La creacion de nuevas variedades comerciales de culti-
vos es una actividad de largo plazo, pueden transcurrir
al menos 10 o0 12 afios desde que se inicia un programa
de cruzamientos hasta que se libera al mercado el nue-
vo cultivar agronédmicamente superior a las anteriores
variedades elegidas como testigos. Los objetivos de
mejoramiento refieren simultaneamente a varios carac-
teres, por ejemplo, al rendimiento, la calidad nutricional
del grano, la resistencia a determinadas enfermedades
y otras caracteristicas particulares que definen a cada
variedad comercial.
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HERRAMIENTAS BIOTECNOLOGICAS
PARA EL MEJORAMIENTO GENETICO
DE CULTIVOS

Tipicamente, un programa de mejoramiento de arroz,
trigo y cebada consta de tres etapas basicas: a) se
realizan cruzamientos iniciales (“F1”) entre variedades
elegidas como padres, porque poseen diferentes ca-
racteristicas agrondmicas deseables y complementa-
rias, b) se dejan desarrollar varias autofecundaciones
sucesivas (al menos 6 u 8) de las plantas F1 para que
los descendientes recombinen la informacion genética
heredada de sus padres y que homogenicen y estabi-
licen sus genotipos y c) se evaluan y seleccionan las
lineas estabilizadas (genotipos altamente homocigotas)
que presentan valor agronémico superior. El proceso
se resume en la Figura 1.

En el contexto de un programa clésico, la etapa de
autofecundaciones sucesivas es la que consume mas
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Figura 1 - Esquema de un programa convencional de mejo-
ramiento de trigo, compuesto tipicamente por 3 etapas: cru-
zamientos, autofecundacion, y seleccion (Polci et al., 2014).

tiempo; ademas, es imprescindible ya que sodlo las li-
neas genéticamente estabilizadas (altamente homoci-
gotas) seran predecibles en sus caracteristicas agrono6-
micas para la produccion comercial (calidad de grano,
resistencia a enfermedades, potencial de rendimiento,
etc.). A tal punto este aspecto es critico, que el Instituto
Nacional de Semillas (INASE) exige, por ejemplo, un
grado de “pureza genética” del 98% para inscribir un
nuevo cultivar de trigo.

La etapa de autofecundaciones sucesivas para esta-
bilizar los genotipos recombinantes puede ocupar 6 o
mas anos de trabajos a campo hasta obtener lineas
que presenten un grado de homocigosis suficiente para
llevarlas a ensayos de caracterizacion y seleccion. En
las generaciones previas, la seleccién de genotipos
superiores para caracteres tales como rendimiento, o
calidad de grano, y otros de naturaleza cuantitativa no
es eficaz. Las caracteristicas fenotipicas de las plantas
recombinantes con mas de 95 % de homocigosis ya
se consideran lo suficientemente estables como para
que la expresién de sus genotipos (los fenotipos) sean
reproducibles en las futuras generaciones, y es a partir
de este punto que pueden comenzarse los ensayos de
caracterizacién y seleccion.

Nuevos métodos para reducir la duracion
de los Programas de mejoramiento

Desde hace pocos meses, en INIA se han creado y co-
menzaron a aplicarse nuevos métodos del area de la
biotecnologia para apoyar los Programas de Mejora Ve-
getal de Cultivos. Se trata de diferentes procedimientos
que abarcan dos areas de trabajo, aunque confluyen a
un mismo objetivo, que es el de aumentar la eficiencia
en el desarrollo de nuevas variedades de cultivo de ce-
reales, por acortar los plazos y reducir los costos impli-
cados en los programas.
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El primer método combina tres técnicas: 1) el Avance
Rapido de Generaciones (ARG), 2) el Cultivo de Em-
briones (CE) y 3) la Descendencia de Semilla Unica
(DSU), y se denomina “ARG+CE+DSU”. El segundo
método es la produccion de Plantas Haploides-dupli-
cados (HD) tanto por Cultivo de anteras (CA) como por
Cultivo de Microsporas aisladas (CMA) (Figura 2).

Ambos métodos son de gran utilidad para desarrollar
Lineas Recombinantes con alto grado de homocigosis.
Por ejemplo: en sélo un afio, a partir de cada una de las
cruzas F1 iniciales, el método ARG+CE+DSU brinda al
menos 30 granos de cada una de 100 familias F6, lo
cual permite comenzar con esos materiales los ensa-
yos de caracterizacion y de evaluaciéon a campo. Por
su parte, el método de produccion de HD brinda en un
plazo menor a un afo poblaciones de tamafo n= 30,
80 o 300 individuos que son 100 % homocigotas, que
genéticamente son productos directos de la recombina-
cion de los genes de sus padres, y que estan prontos
para ser evaluados en ensayos a campo.

FUNDAMENTOS BIOLOGICOS
DE LOS NUEVOS METODOS

Método ARG+CE+DSU

El Avance Rapido de Generaciones, ARG, es una téc-
nica que consiste en controlar los factores externos que
influyen en el crecimiento de las plantas, como son la
temperatura, la calidad e intensidad de la luz, el fotope-
riodo, la nutricién y el riego con el objetivo de acortar el
ciclo desde siembra a floracion. Tiene un antecedente
claro en el trabajo de “Speed Breeding” del Dr. Lee Hickey
(Quensland University, Australia), quien con plantas de
trigo cultivadas en invernaculo bajo 24 horas de luz/dia,

METODOS EN APLICACION PARA ASISTIR
EL MEJORAMIENTO CONVENCIONAL
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Figura 2 - Sintesis de los métodos en aplicacién en INIA
para aumentar la eficiencia de los programas de mejora-
miento de arroz, trigo y cebada.
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Figura 3: Cultivo de plantas en Avance Rapido de Gene-
raciones (ARG) en INIA. Individuos que crecen con poco
sustrato y alta temperatura consiguiendo acortar el ciclo a
35-40 dias hasta extraer los embriones para el cultivo in
vitro (CE).

alta temperatura y estrés hidrico, logra acortar el lapso
entre siembra y cosecha de granos a unos 60 dias, en
lugar de los aproximadamente 130-160 dias que requie-
re el cultivo a campo en su estacion normal. De esta
forma se desarrollan hasta 6 generaciones/afno, y entre
ellas se aplican sucesivos ciclos de seleccion por re-
sistencia a enfermedades y, ademas, seleccion asistida
por marcadores moleculares (Christopher et al., 2015).
Luego, a la técnica reportada por el Dr. Hickey, para
acortar aun mas el lapso inter-generacional se agre-
g6 la técnica de Cultivo de Embriones (CE) publicada
por Zheng et al. (2014).

Con ella en post-floracion se extraen los embriones
inmaduros de las espigas, se siembran en un medio
de cultivo artificial -en condiciones de esterilidad-
para que germinen, y en tan sélo 7-10 dias desde
que se extrajeron ya se desarrollaron en plantulas
que pueden reintegrarse al ciclo de ARG. Zheng et
al. consideraron que combinando el ARG y el CE
tedricamente es posible avanzar 7 o mas generacio-
nes de trigo y 8 o mas de cebada en tan sélo 1 afio.

En Uruguay, desde hace algunos meses se estan uti-
lizando estas metodologias en el programa de mejo-
ramiento de trigo de INIA: se cultivan las plantas en
almacigueras, con escaso sustrato para cada una, y
son expuestas a alta temperatura (26°C) e iluminacion
de calidad e intensidad adecuadas (Figura 3). En estas
condiciones se logra que transcurran solo 35-40 dias
desde siembra a floracion y formacién de embriones
en los granos.

A continuacion, en el estadio lechoso-pastoso del
endosperma de los granos, se practica el CE, dispo-
niendo los embriones en placas de Petri con medio
de cultivo adecuado, almacenandolas en un ambien-
te de luz y temperatura controladas (Figura 4).
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En total, con el ARG y el CE es posible avanzar al
menos 5 y 6 generaciones/afio en trigo (desde la F1
a la F6), librando la cosecha de la ultima generacién
a tiempo para llevar los materiales a ensayos de eva-
luacion a campo.

Ademas de hacer el CE, otra modificacion que se in-
trodujo al método del Speed Breeding, es que de las
poblaciones F2 conformadas por n= 96 plantas cada
una, de cada planta se cosecha solamente 1 grano
para avanzar a la generacion siguiente.

Esta es una antigua técnica llamada “SSD” por sus si-
glas en inglés para “Single Seed Descent”, que se tra-
duce como Descendencia de Semilla Unica -DSU- en
espafiol.

Endosperma

N
ErTEn

Figura 4 - (Arriba): Esquema anatémico del grano de trigo
(Fuente: http://www.eufic.org/article/es/expid/Hoja-infor-
mativa-grano-integral/). En fin del estado lechoso-pastoso
del grano se extrae el germen (los embriones) y —en es-
terilidad— se llevan a medio de cultivo para que germinen.
En el curso de 5-7 dias ya pueden devolverse al cultivo en
sustrato (Abajo).



Métodos de produccion
de haploides-duplicados (HD)

Los métodos de produccién de HD aprovechan una ca-
racteristica particular de los vegetales que se denomina
“totipotencialidad” (Haberlandt, 1906), por la cual a par-
tir de una unica célula es posible reconstruir una planta
completa controlando los factores de crecimiento.

La evolucion de técnicas de biotecnologia permite hoy
que, por cultivo in vitro de granos de polen inmaduros
(= microsporas), se formen directamente embriones re-
programando su ruta de desarrollo y sin intervencién de
proceso sexual alguno. El proceso se denomina “em-
briogénesis gamética” (Germana, 2011) (Figura 5), el
que con diferentes medidas de éxito es posible inducirlo
en todas las especies cultivadas de cereales.

4 dds.

Figura 5 - Comienzo de la regeneracién de embriones a
partir de microsporas aisladas en cultivo. Dds: dias desde
la siembra. A los 10 dias ya se aprecian estructuras multi-
celulares, y a los 15-18 dias ya pueden recogerse embrio-
nes y transferirlos a un medio de germinacion.

El proceso completo de produccion de HD, tanto por
Cultivo de Anteras (CA) o por Cultivo de Microsporas
Aisladas (CMA) se hace tipicamente a partir de plantas-
madre F1, y se representa en la Figura 6.

De este modo, en una poblacién de plantas HD el con-
junto va a representar varias de las infinitas maneras
de recombinar las multiples caracteristicas de los pa-
dres, mientras que cada individuo va a ser un genotipo
unico y estabilizado. Es por esta razén que los HD son
denominados “lineas instantaneas”, ya que cada una
de esas plantas es potencialmente una nueva variedad
comercial, segun los resultados de los ensayos de eva-
luacion y caracterizacion a los que se sometera una vez
que se haya multiplicado semilla de cada individuo HD.
Comparacién entre ambos métodos de apoyo al mejo-
ramiento.
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Figura 6 - Etapas de un protocolo de cultivo de micros-
poras aisladas. Las espigas se cosechan en el estadio
correcto y se someten a estrés —para condicionar las célu-
las a formar embriones—. Luego se realiza sucesivamente
un licuado de espigas, filtrado y repetidos lavados de las
células, antes de seleccionarlas en una centrifugacion en
gradiente de densidad. Asi se aisla una banda de micros-
poras embriogénicas y viables, que en aproximadamente
20 dias formaran embriones, y luego plantas.

El método de ARG+CE+DSU se esta empleando exito-
samente en el programa de mejoramiento de trigo de
INIA desde mediados de 2016, y mas recientemente en
el de cebada. En el lapso de 6 meses se avanzo entre 3
y 4 generaciones en cada una de las numerosas cruzas
F1 iniciales, y se prevé llegar con las generaciones F6
al momento propicio para hacer los ensayos a campo
en 2017. Este método requiere recursos de laboratorio
de cultivo in vitro de baja complejidad y el protocolo
es relativamente facil de aplicar para el operador. En
estos dos ultimos aspectos la diferencia es radical al
compararlo con la produccién de dobles-haploides, que
requiere de operadores muy bien entrenados, insumos
costosos y, particularmente para el cultivo de micros-
poras aisladas, equipamiento y utiles de mayor com-
plejidad.

Ademas, las técnicas de produccion de HD suelen pre-
sentar una alta influencia del genotipo sobre la tasa de
regeneracion y la frecuencia del albinismo (plantas ca-
rentes de clorofila que aparecen en alta proporcién y
son inutiles para cualquier uso practico), mientras que
estos dos problemas son inexistentes en el método
ARG+CE+DSU.

CONSIDERACIONES FINALES

En cualquier programa de mejoramiento los recursos
son siempre limitados, y el jefe del programa esta con-
tinuamente confrontado a decidir como asignarlos para
lograr la mayor eficiencia en la creacion de variedades
superiores. La planificacion de qué cantidad de cruzas
iniciales se realizara, el numero de progenies que se
destinaran a formar lineas recombinantes, y cuantas y
cudles lineas avanzadas se llevaran a ensayos de eva-
luacion son decisiones que cada afio se deben tomar
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para hallar recombinaciones beneficiosas pero poco
probables entre las lineas avanzadas idealmente se de-
beria emplear un numero “ilimitado” tanto de cruzas F1
como de progenies recombinantes. En este contexto, la
inclusion de la técnica DSU, asi como también el hecho
de limitar a n= 100 las progenies que participaran en el
método de ARG+CE puede considerarse una limitante,
o incluso inconveniente para algunas situaciones parti-
culares de programas de mejoramiento.

Por su parte, una alta eficiencia de produccién de HD es
muy dependiente de recursos tecnoldgicos y del geno-
tipo utilizado, de equipamientos de laboratorio que son
costosos y no facilmente accesibles en el mercado de
Uruguay. Este es el caso de las camaras de cultivo de
las plantas madre de microsporas, que permiten contro-
lar eficazmente la iluminacion y temperatura y ademas
permiten reducir la contaminacién con hongos y bacte-
rias, que son muy frecuentes cuando se emplean plan-
tas crecidas a campo, y que causan pérdidas a veces
muy importantes de los materiales en cultivo in vitro.

A diferencia de los métodos de produccion de HD, el
método ARG+CE+DSU es independiente del genotipo,
por lo que se puede aplicar con éxito en cualquier ma-
terial que se considere de interés, lo que es una gran
ventaja frente a las otras técnicas de produccién de va-
riedades comerciales en cereales

IMPLEMENTACION DE LOS NUEVOS
METODOS EN LOS PROGRAMAS
DE MEJORAMIENTO DE INIA

El método ARG+CE+DSU es la combinaciéon de
tres técnicas bien conocidas, y constituye en total
un desarrollo cientifico original logrado por el traba-
jo de un grupo interdisciplinario de varios colabora-
dores de INIA Las Brujas e INIA La Estanzuela. Los
primeros resultados exitosos de estos trabajos se
presentaron en el VIII Congreso Nacional de Trigo
(Pergamino, Argentina, septiembre de 2016), donde
se distinguieron con la “Mencién de Honor”. En lo
referente a formacion de recursos humanos, se han
incorporado tres tesistas que buscan aplicarlo en
proyectos de investigacion en trigo, en cebada y en
soja. Simultaneamente, se han obtenido consultas
tanto de parte de empresas privadas de Argentina
como de investigadores de UdelaR para implemen-
tarlo en sus programas de mejoramiento. También
cabe mencionar que empresas y universidades del
extranjero ya han manifestado su interés por adop-
tar esta metodologia para asistir sus programas de
mejora de cultivos (Québec, Canada). Segun estos
indicios, puede considerarse que el impacto de este
trabajo de investigacion es significativo a nivel re-
gional e incluso internacional.
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