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En el afio 2016 se comenzd a ejecutar el proyecto que dio origen a la Red Nacional de
Biotecnologia Agricola (RNBA) (www.rnba.com.uy). Este proyecto permitié consolidar el grupo
interinstitucional e interdisciplinario que estaba investigando la tolerancia a sequia en soja
mediante la ejecucién de otros proyectos de investigacién (Proyecto Innovagro
FSA_1 2013 1 12924). El proyecto RNBA es financiado por la ANIlI (Agencia Nacional de
Investigacion e Innovacidn), el INIA, las empresas Erro S.A., FADISOL S.A., LEBU S.R.L. y las
cooperativas CALMER y COPAGRAN. Este emprendimiento publico-privado, tiene como
propdsito contribuir al incremento de la productividad y adaptabilidad de los cultivos.
Inicialmente se trabajara con soja como cultivo objetivo, para lo cual se estan implementando
modernas herramientas de mejoramiento genético enfocadas a la mejora de la tolerancia a
estrés abiodtico y bidtico. En este sentido, uno de los objetivos es el establecimiento de
estrategias fisioldgicas, genéticas y de mejoramiento que permitan mejorar la adaptabilidad de
la soja a los fendmenos de déficit hidrico.

El estrés por sequia es uno de los factores ambientales mds importantes que reducen el
rendimiento de los cultivos. Esta reduccién ocurre a pesar del incremento logrado a través de la
incorporacién de mejores practicas agricolas y del mejoramiento genético. La soja (Glycine max
[L.] Merr) es especialmente susceptible al estrés hidrico por ser un cultivo de ciclo estival (Zipper
et al. 2016). La sequia afecta la soja en etapas vegetativas y reproductivas, reduciendo el area
foliar, incrementando el aborto de flores y chauchas y disminuyendo el tamafio de chauchas y
semillas (Boyer, 1983). Estos efectos pueden llevar a reducir el rendimiento de la soja hasta en
un 40 - 55 % (Specht et al. 1999, Specht et al. 2001).

Los programas de mejoramiento de soja estdn enfocados principalmente al incremento del
rendimiento y al mantenimiento de la estabilidad de los mismos. Este ultimo se refiere a la
disminucion de las variaciones interanuales que se dan principalmente por efecto de la sequia.
La manera mas directa de incorporar caracteres de resistencia a sequia es introducir variantes
genéticas de soja ancestral adaptadas a crecimiento en condiciones limitantes o extremas
(Valliyodan et al. 2016). Sin embargo, en programas de mejoramiento como el de INIA, esta
estrategia no es posible en la medida que se produce una regresion en la adaptabilidad lo que
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conllevaria a un mayor numero de ciclos de seleccién necesarios. Es por esta razén que este
grupo de investigacion busca analizar desde el punto de vista fenotipico y genético las
variaciones existentes en los genotipos ya adaptados a nuestras condiciones de crecimiento con
el objetivo de encontrar o generar variantes mejor adaptadas a la sequia.

Con este fin se estan utilizando tres estrategias: 1) el desarrollo de métodos de fenotipado de la
respuesta a sequia, adaptado a nuestras condiciones y nuestras capacidades; 2) la busqueda de
regiones gendmicas asociadas a la tolerancia a sequia como estrategia para el hallazgo de genes
candidatos vinculados a la respuesta a sequia 3) introduccién de variantes alélicas en genes
candidatos mediante edicién gendmica.

Desarrollo de métodos de fenotipado para tolerancia a sequia en soja

Incluir la tolerancia a sequia como criterio de seleccion requiere del desarrollo de estrategias de
fenotipado de alta capacidad, precisas y de bajo costo (Tuberosa, 2012). En la actualidad existen
plataformas que cumplen con las primeras dos caracteristicas pero los costos de su adquisicion
superan las capacidades nacionales. En el marco de este proyecto desarrollamos modelos
matematicos que nos permiten evaluar las diferencias genotipicas en cuanto al consumo de
agua en condiciones controladas. Por otro lado, se generd un equipo de fenotipado a campo
gue mediante diferentes sistemas de medicidn (sensores, dataloggers, espectrometros, GPS)
permitird determinar temperatura de la canopia, reflectancia, altura de la planta y condiciones
meteoroldgicas locales. Con estas mediciones se podra determinar: tasa de evapotranspiraciéon
instantanea, area foliar (biomasa), angulo de las hojas, contenido de clorofila por unidad de drea,
conductividad estomatica, indices espectrales (pasivos) vinculados al contenido relativo de agua
y nivel de estrés hidrico. Ademads se adquirié un equipo de discriminacidén isotdpica de oxigeno
gue nos posibilita conjuntamente con la cuantificacion de la discriminacién isotépica de
carbono, determinar con precision la eficiencia del uso del agua de los diferentes genotipos.

Los efectos del estrés por sequia se encuentran asociados al estrés causado por las altas
temperaturas o estrés térmico. Por esta razén, en el marco de la RNBA también se esta
investigando la respuesta diferencial de genotipos al estrés generado por altas temperaturas.

Hasta el momento, se ha podido determinar que en los genotipos de mejoramiento nacionales
existen dos tipos de respuesta a la sequia agrupando a los genotipos respecto a la cinética de
diferentes pardmetros fisioldgicos, en particular la cinética del consumo de agua. Estos grupos
estan vinculados con los grupos contrastantes en cuanto a la velocidad de marchitamiento.

Identificacion de regiones gendmicas asociadas a tolerancia a sequia

En el marco de la RNBA se han desarrollado poblaciones para estudios de mapeo asociativo y
poblaciones biparentales generadas por cruzamiento de parentales con fenotipos contrastantes
en cuanto a su respuesta a la sequia. Estas poblaciones han sido genotipadas mediante técnicas
gue permiten la exploracion del genoma completo (GBS y chips de SNP) y fenotipadas utilizando
las metodologias ya mencionadas. Mediante complejos andlisis de asociacidon se han podido
determinar regiones gendmicas y marcadores asociados a la sequia las que estan siendo
estudiadas para la identificacidon de genes candidatos. El uso de marcadores como herramienta
de mejoramiento para introgresar regiones gendmicas asociadas a caracteres complejos, no es
viable en la medida de que cada uno por separado explica solamente una baja proporcion de la
varianza genética. Contrariamente, la identificacion de genes candidatos en dichas regiones
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utilizando anotacién gendmica in silico, es una valiosa herramienta fundamental para los
estudios de modificacion genética (transgénesis y edicion gendmica) también implementados
en este proyecto.

Introduccidn de variantes alélicas mediante edicién gendmica.

La edicién gendmica permite la creacion directa de alelos favorables de genes candidatos de
forma guiada, a partir del conocimiento de la secuencia del gen a editar. Existen diversas
herramientas de edicion gendmicas disponibles, pero en este proyecto se estd utilizando el
sistema CRISPR/CAS-9. Ademas, se esta investigando la posibilidad de realizar edicién gendmica
sin utilizar transgénesis. En este momento se esta trabajando en la edicién de genes asociados
a la respuesta a sequia (previamente identificados por este grupo) y genes asociados a
caracteres de calidad del grano (tamafio del grano y disminucidn de compuestos anti-
nutricionales).
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