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IIl. CAPITULO 1

Obtencion de Plantas
Doblehaploides

Polci, Pablo; Conti, Verénica; Miranda, Rubén;
Gear, Nicolas

1 Introduccion

Comentarios generales sobre los

haploides

Para referirnos al término haploide es nece-
sario conocer previamente el origen de dicha
denominacioén, y definir algunos conceptos ba-
sicos sobre el tema. Si consideramos haploide
al individuo que posee un solo juego de cromo-
somas de la especie, no estariamos incluyen-
do en esta clasificacion a aquellos individuos
derivados de especies poliploides, cuya consti-
tucion genética es igual a la de los gametos
normales de dicha especie. Por ejemplo, un
autopoliploide AAAA (2n = 4x) daria lugar a in-
dividuos “haploides” AA (n = 2x), que por tener
dos juegos cromosomicos (AA) no podrian ser
incluidos en la definicion. Por lo tanto, una so-
lucion seria denominar como haploides a los
individuos originados a partir de especies di-
ploides, que posean un solo juego de cromoso-
mas (n = x), llamando polihaploides a aquellos
individuos con una composiciéon cromosémica
igual que la gamética normal de la especie,
que tengan dos o mas juegos cromosomicos
(n > x). Otra posibilidad seria considerar el tér-
mino haploide en un sentido mas amplio, com-
prendiendo en éste a todos los individuos que
posean una constitucion cromosémica igual a
la de los gametos normales de la especie (n =
2n/2). Llamariamos de esta manera monoploi-
des y polihaploides a los individuos provenien-
tes de plantas diploides (2n= 2x) y poliploides
(2n> 2x) respectivamente. De aqui en adelan-
te, a los fines practicos y en concordancia con
la segunda definicion, nos referiremos al térmi-
no haploide indistintamente del nivel de ploidia
de la especie en cuestidon, como a aquellos
individuos que poseen la mitad del namero
cromosémico normal contenido en las células
somaticas de la especie.

Identificacion de Haploides

Varios procedimientos facilitan la busqueda
de haploides en muestras grandes en numero
de individuos. Algunos de ellos son:

* Morfologia: las plantas haploides son,
en general, mas pequefias que las di-
ploides, tanto en sus partes vegetativas
como florales. Esto se debe principal-
mente a la disminucion en el tamano de
sus células. Es logico pensar que el fe-
notipo mas pequefio de las plantas pue-
de ser una primera aproximacion en la
busqueda de haploides. Si esta disminu-
cion de tamafo fuera notable en las se-
millas, seria muy facil realizar una selec-
cién mecanica, aunque esto sucede en
pocas especies.

* Poliembrionia: la presencia de poliem-
brionia facilita la deteccién de embriones
haploides. No obstante, debe realizarse
el control citoldgico correspondiente. El
porcentaje de embriones gemelos obser-
vados varia con la especie y el genotipo.

* Genes marcadores: con este fin puede
utilizarse cualquier par de alelos cuyos
fenotipos dominante y recesivo sean
facilmente distinguibles. En la practica,
conviene utilizar marcadores que posean
manifestaciones fenotipicas claras en
semilla o en plantula y de esta manera
hacer una seleccion mas econdémica en
tiempo y esfuerzo. Para identificar ha-
ploides en una variedad que se supone
homocigota, se realizan cruzamientos
con otra variedad que sea homocigota
para el alelo alternativo. La mayor par-
te de la descendencia sera heterocigota
(diploide), con fenotipo dominante. Los
individuos que aparezcan con el fenotipo
recesivo serian haploides, obtenidos por
partenogénesis 0 androgénesis, segun
sea el fenotipo recesivo materno o pater-
no, respectivamente.

Antecedentes

El valor de los haploides se conoce desde
1922, cuando se descubrié la produccién es-
pontanea de los mismos, siendo superior a
cien el numero de especies vegetales capaces
de producirlos in-vivo. Sin embargo, la frecuen-
cia con la cual se producen es muy baja, con
valores que van de 0,001 a 0,01%.

Entre los casos de haploidia espontanea es
comun la poliembrionia, que, con una gran va-

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il 297



riacion entre los distintos genotipos, ocurre en
una amplia gama de especies, géneros y fami-
lias. En estos casos es frecuente la aparicion
de haploides procedentes de una sinérgida del
saco embrionario, puesto que se ha comproba-
do en muchas especies que las células antipo-
das degeneran antes de la fecundacion.

En 1966, Guha y Maheshwari descubrieron
que las anteras de Datura innoxia Mill. genera-
ban plantas haploides al ser cultivadas in-vitro.
Este proceso, confirmado posteriormente por
Nitsch y Nitsch (1969) en tabaco, se ha utili-
zado para producir haploides en numerosas
especies. En el caso de Datura innoxia, las fre-
cuencias de induccion son casi del 100% vy el
rendimiento es de mas de mil plantulas o callos
por antera en condiciones 6ptimas (figura 1).

En estudios de androgénesis in-vitro se ha
detectado especial facilidad para regenerar ha-
ploides a partir de anteras aisladas o de granos
de polen en miembros de la familia de las sola-
naceas También se han encontrado resultados
sorprendentes en numerosos géneros de las
cruciferas, gramineas y ranunculaceas, aun-
que resulta comun observar diferencias signi-
ficativas, incluso dentro de un mismo género.
No se ha logrado, sin embargo, el mismo éxito
en especies arboreas y arbustivas.

Phnta haploide

medio
nutritive

Planta

W apldde

Figura 1. Obtencién de plantas haploides por culti-
vo de anteras.

Importancia de los haploides y

aplicaciones en el mejoramiento vegetal

Los métodos tradicionales para el mejora-
miento vegetal han sido practicados por cientos
de anos. Actualmente se ha llegado a una eta-
pa en donde estos métodos son insuficientes

para hacer frente a las demandas mundiales de
produccién. A pesar de que cada ano se liberan
al mercado numerosas variedades, estas no
persisten demasiado. Los objetivos de mejora-
miento a largo plazo no podran ser alcanzados
a menos que se genere mucha variabilidad ge-
nética que pueda ser utilizada con estos fines
y que existan métodos que acorten el tiempo
necesario para la obtencion de variedades.

El advenimiento de las técnicas biotecnolé-
gicas y los avances en biologia molecular han
permitido el desarrollo de nuevas herramientas
de gran utilidad en el mejoramiento vegetal.
Entre éstas, la produccién de haploides y do-
blehaploides son herramientas interesantes ya
que permiten acortar el tiempo requerido para
la obtencion de nuevas variedades, siendo un
buen complemento para los programas de me-
jora tradicionales. Al carecer de genotipos hete-
rocigotas, las poblaciones doblehaploides (DH)
necesarias para encontrar genotipos raros pue-
den ser mucho menos numerosas, especial-
mente en el caso de caracteres recesivos, ya
que éstos no quedan enmascarados por los ale-
los dominantes. Las poblaciones DH, si se las
compara con poblaciones segregantes, presen-
tan mayor variacion genética aditiva y ausencia
de varianza genética debida a la dominancia.
Es decir que cuando se utilizan poblaciones do-
blehaploides se eliminan las complejidades del
estado heterocigota y se facilita enormemente
el analisis genético. De esta manera pueden
distinguirse las mutaciones recesivas de forma
inmediata, haciendo que el proceso de selec-
cion sobre una poblacién de haploides resulte
mas eficiente (figura 2).

La produccion de haploides es una alterna-
tiva biotecnoldgica de gran importancia y ha
resultado exitosa en varios cultivos, entre ellos
cebada, arroz, maiz y trigo.

Un sistema de produccién de DH debe cum-
plir con tres requisitos basicos para su utiliza-
cion en programas de mejoramiento:

1. Debe producir lineas DH eficientemente a
partir de todos los genotipos.

2. Los DH obtenidos deben ser normales y
estables.

3. Estos deberian representar una muestra al
azar del conjunto de gametos parentales.

Entre las aplicaciones mas importantes de
los doblehaploides en el mejoramiento vegetal
podemos citar:
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Gametos
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Gametos F,

Autofecundacion Cultivo de anteras
Genotipos posibles después de un Ciclo

de autofecundacion de Ja.F1: cultivo_ de anteras:

AB “ ag % @a % @Q %
AB* |AABB |AABb [AaBB |
Ab ™ [AABD [AAbD | AabB | Aabb
|aB” |AaBh [AaBb [aaBB |
ab” [AaBh [Asbb [2aBb [aabb
*La probabilidad de ocurrencia de los recuadros

internas es de 1/16 (1/4 x 1/4).

Figura 2. Ventaja del uso de haploides en el mejoramiento
cuando los cultivares parentales difieren, teéricamente, en
dos pares de genes. Si el genotipo buscado es, por ejemplo
el doble recesivo aabb, por autofecundaciéon convencional
se tiene una probabilidad de 1/16 de encontrarlo. Si se in-
duce haploidia, el mismo genotipo tendra una probabilidad
de ocurrencia de 1/4 porque no se produciran los genotipos

heterocigotas.

1. Acortamiento de los programas de me-
jora: el desarrollo de nuevos cultivares por los
métodos tradicionales actuales comprende tres
etapas fundamentales: a) generacion de va-
riabilidad genética, ya sea por medio de hibri-
daciones sexuales intra e interespecifica, por
induccion de mutaciones, o por transformacion
genética; b) recuperacion de progenies homo-
cigotas a través de generaciones repetidas de
autofecundacion o retrocruzamiento, seleccio-
nando a favor de los caracteres de interés; c)
evaluacion del comportamiento de los nuevos
materiales en ensayos comparativos a campo.
Estos pasos son basicos en un programa de
mejora, pudiendo existir otras etapas en fun-
cion del modo reproductivo de la especie. Asi
por ejemplo, el tiempo requerido para la ob-
tencién de un nuevo cultivar de trigo de ciclo
invernal es de aproximadamente diez afos, a
través del mejoramiento tradicional (figura 3).
La biotecnologia se presenta como una alter-
nativa atractiva, no solo para reducir el tiempo
de obtencién de los genotipos deseados, sino
también para lograr una economia de mano de
obra y espacio en el campo experimental.

Generacion parental

Genotipos posibles después del

Flantas haploides AB &b aB ah °

Duplicacion con galchicina

Plantas doblehaploides.

AABB Adbh 2288 aabh
% % % “

* En las plantas autégamas, con los
métodos convencionales de mejo-
ramiento, la homocigosis practica
se logra recién luego de seis a ocho
generaciones de autofecundacion.
Mientras que con una técnica de
produccién de haploides seguida
de duplicacion cromosomica, es
posible llegar a homocigosis com-
pleta en solo una generacion.
En las plantas alégamas, la pro-
duccion de homocigotas resulta de
gran importancia. Al trabajar con
especies de polinizaciéon cruzada
se favorece naturalmente la he-
terocigosidad, y, de ser posible la
autofecundacion, la obtencion de
homocigotas se ve dificultada por la
endogamia.
 En plantas bulbosas, arboles fru-
tales y forestales la homocigosis
juega un rol muy importante en el
aceleramiento de los programas de
mejora. Debido al prolongado tiem-
po requerido para alcanzar la fase
adulta, el proceso de mejora resulta
extremadamente largo, aun siendo
posible la autopolinizacion.

2. Generacion de poblaciones de mapeo:
para el mapeo genético de plantas, diversos ti-
pos de poblaciones pueden ser utilizadas. La
seleccion del tipo de poblacion a usar se rea-
liza en funcién de los objetivos de la investiga-
cion y del tiempo y recursos disponibles. Las
poblaciones de mapeo con el mayor contenido
de informacioén son aquellas obtenidas a partir
del cruzamiento entre dos individuos homocigo-
tos contrastantes. En las plantas F1 obtenidas,
el desequilibrio de ligamiento es maximo, y las
poblaciones derivadas a partir de estas plantas
F1 procuran explorar este desequilibrio. Para
especies de autofecundacién o que toleran la
autofecundacion pueden utilizarse poblaciones
F2, Fn, RILs (Recombinant Imbred Lines), de-
rivadas de retrocruzas y doblehaploides. Las
poblaciones de doblehaploides representan
la variabilidad genética entre los progenitores
luego de ocurrida una sola meiosis (F1), y son
especialmente indicadas cuando se realizan
estudios con QTL (Quantitative Trait Locus), ya
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=
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Lineas puras
(homocigosis practica: F7.s)

Figura 3. Representacién esquematica de los pa-
sos requeridos para la obtencion de lineas puras en
un programa de mejoramiento tradicional.

que al obtenerse genotipos 100% homocigotas
se dispone de poblaciones estables o “inmor-
tales” de mapeo, permitiendo analizar la mis-
ma poblacion en diferentes anos y localidades,
debido a la constante disponibilidad de semilla.

3. Estudio de especies poliploides: la in-
duccion de haploides en plantas poliploides
facilita el trabajo de investigacién y mejora, ya
que permite manejar niveles de ploidia meno-
res para los estudios de herencia y la combina-
cion de caracteres de interés.

4. Fusion de protoplastos: al fusionar dos
protoplastos haploides se origina uno diploide
que puede duplicarse y llevar a la obtencion de
un hibrido interespecifico o intergenérico, sien-
do esto una ventaja importante cuando se tra-
baja en hibridacion somatica.

5. Variacién gametoclonal: la androgénesis
in-vitro provee un excelente sistema para ana-
lizar, a nivel esporofitico, la variacion debida a
recombinacién y segregacion meiética. Las va-
riantes gametoclonales expresan el caracter re-
cesivo en la R, a diferencia de las somaclona-
les, que requieren de autofecundacion y anali-
sis de progenie. Algunos logros de esta técnica:

* Frutos de tomate con mayor contenido de
sélidos.

* Plantas enanas de arroz con granos mas
largos y con elevados niveles de protei-
nas de reserva y mas macolladoras.

* Plantas de Datura innoxia con contenidos
mas elevados de alcaloides en las hojas.

* Plantas de tabaco con mayor resistencia
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a bajas temperaturas.

* Plantas de Brassica napus con mayor
contenido de aceite del acido erucico en
las hojas. Este aceite se usa como lubri-
cante en la industria.

6. Mutagenesis: si se aplica mutagénesis
a un sistema de haploides, se obtienen mu-
tantes sélidos, lograndose la homocigosis del
mutado rapidamente luego de la duplicacién
con colchicina. Entre los agentes mutagénicos
mas frecuentemente utilizados se encuentra la
N-metil-N-nitrosurea (20 mM), los rayos y (0,5
krad) y el etil metil sulfonato.

7. Transformacién genética: rige el mismo
principio que para mutagénesis. La transfor-
macion de haploides permite la obtencion del
transgén en homocigosis luego de la duplica-
cion con colchicina. Puede realizarse con PEG
(polietilenglicol), microinyeccién o utilizando
Agrobacterium tumefaciens.

8. Produccion de plantas homogaméti-
cas: Asparagus officinalis es una especie cul-
tivada, dioica, en la cual las plantas femeninas
son XX y las masculinas son XY. De esta ma-
nera, para obtener una poblacion de plantas
deben cruzarse ambos tipos, lo que dara una
progenie constituida por 50% de plantas XX
y 50% de plantas XY. Sin embargo, desde el
punto de vista del productor, es deseable la ob-
tencién de una poblacién constituida solamen-
te por plantas XY, que tienen un menor conte-
nido de fibra y son, por lo tanto, preferidas por
los consumidores. Para solucionar este proble-
ma y obtener 100% de plantas masculinas se
ided un sistema que consiste en el cultivo de
anteras y diploidizacion de plantas YY, llama-
das supermachos. La ventaja de estas plantas
es que, al ser cruzadas con plantas XX daran
100% de plantas XY, como se muestra en el
esquema 1.

Con este sistema, en 1990 fue liberada una
variedad llamada Andrea (un hibrido obtenido
como se mencionara anteriormente). Andrea
es una variedad muy homogénea, de alto ren-
dimiento y de excelente calidad.

Obtencidén de Haploides

Como se mencionara anteriormente, las
plantas haploides aparecen en muy baja fre-
cuencia en la naturaleza, siendo necesaria la
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|

Gametos X

~
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Esquema 1.

posterior ocurrencia de duplicacién cromosoé-
mica para la obtencion de semillas. Por ello, la
produccion artificial de haploides resulta siem-
pre mas efectiva.

- Origen de los haploides
l. Ginogénesis: desarrollo de un gameto fe-
menino no fecundado. Se logra por:

1.

Castraciéon y aislamiento de las flores.
Por este tratamiento se han obtenido ha-
ploides de Triticum monococcum.
Polinizacion retrasada: la castracion de
las flores y la posterior polinizacion en el
limite de la madurez receptiva del estig-
ma permiten obtener hasta un 30% de
haploides en trigo.

Presencia de dos células espermaticas
con diferente velocidad de desarrollo: el
mecanismo involucrado en la generacién
de haploides estaria basado en la falta
de fertilizacion de la oosfera durante la
doble fertilizacion.

Polinizaciéon con polen inviable: a) uti-
lizando polen extrafio (tipico de cruza-
mientos interespecificos), incapaz de fe-

XY

Y
l Cultivo de anteras
Y

Duplicacién

YY cromosomica

|

Y Formacion de

gametos

cundar a la especie en cuestion, puede
servir de estimulo para inducir haploidia,
como sucede en el cruzamiento entre
Solanum tuberosum x S. phureja (papa
silvestre). El polen de la papa silvestre
contiene solo un nucleo generativo, pro-
ducto de una gametogénesis anormal,
por lo cual la fertilizacion doble no logra
producirse, pero se forman embriones
haploides por partenogénesis; b) utili-
zando polen previamente irradiado.
Cultivo de ovarios: puede ser eficaz para
obtener haploides a partir de cruzamien-
tos interespecificos.

II. Androgénesis: desarrollo de un gameto
masculino. Se logra por:

1.

Cultivo de anteras: se ha inducido ha-
ploidia en mono y dicotiledéneas, siendo
mas facil en las ultimas. Es una técnica
simple que, dependiendo del genotipo
y de las condiciones de cultivo permite
obtener elevados numeros de plantas
en tiempos relativamente cortos. Ha sido
mas dificil en los cereales, no obstante
se obtuvieron haploides de arroz, trigo,

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il 301



cebada con diferentes grados de dificul-
tad.

2. Cultivo de microsporas: en 1974 Nitsch
indujo la regeneracion de plantas haploi-
des de Nicotiana terbium y Datura inoxia
a partir de cultivos en suspension de mi-
crosporas, previo choque térmico a baja
temperatura de las flores. Este método
tiene la ventaja de producir haploides
masivamente (mas de 7000 plantas por
boton floral en tabaco), y de permitir la
aplicacion de diferentes tratamientos a
las microsporas como transformacion o
mutagénesis para luego obtener plantas
por embriogénesis partiendo de una uni-
ca célula inicial. Para conseguir diferen-
ciar plantas a partir de microsporas es
necesario quebrar el mecanismo respon-
sable de la asimetria en la primera mito-
sis del polen.

3. Técnica de gametofito indeterminado
(ig9): en 1969 J L Kermicle desarrollé una
técnica en maiz basada en la ocurrencia
de una mutacion espontanea, encontra-
daenlalinea W23. El gen ig provoca una
disrupcién en el desarrollo del gametofito
femenino, generando, luego del proceso
de polinizacién, que los nucleos esper-
maticos ocasionalmente se desarrollen
androgenéticamente. El desarrollo em-
brionario de los nucleos espermaticos en
el citoplasma materno resulta en la for-
macion de haploides androgenéticos, o
haploides paternos.

lll. A partir de alguna célula haploide del
saco embrionario distinta del gameto feme-
nino (sinérgidas o antipodas).

IV. Cruzamientos interespecificos o inter-
genéricos con eliminacion cromosémica:
se produce la fertilizacion de manera de que se
forme un cigoto diploide, que a lo largo de las
sucesivas divisiones mitdticas, va perdiendo
el genoma del individuo que aporté el gameto
masculino, como sucede en los cruzamientos
entre Hordeum vulgare y H. bulbosum.

V. Interaccioén nucleo-citoplasma: utilizan-
do lineas de sustitucion y restauracion nuclear
se encontrd que los individuos con citoplasma
de Aegilops caudata y nucleo de Triticum aes-
tivum o Triticale mostraban una frecuencia de

haploidia del 3,1% y del 52,9% respectivamen-
te. Esto se debe a que ciertas interacciones en-
tre un citoplasma y un nucleo extrafio inducen
haploidia.

VI. Semigamia: el nucleo del gameto mas-
culino penetra en la ovocélula pero sin fusio-
narse con el nucleo femenino. Ambos nucleos
comienzan a dividirse independientemente,
produciendo un individuo haploide con tejidos
de origen materno y paterno.

- Métodos mas utilizados para la obten-
cion de plantas haploides
Entre los métodos disponibles actualmente
para la obtencion de doblehaploides, los mas
utilizados son la hibridacion interespecifica e
intergenérica, la androgénesis, y recientemen-
te la ginogénesis en maiz.
I. Cultivo de Anteras: consiste en el cultivo de
anteras inmaduras en un medio de induccion
donde las microsporas competentes originaran
callos, que seran luego transferidos a un medio
apropiado para la regeneracion de plantas (fi-
gura 1). En algunas especies de dicotiledoneas
el numero de plantas obtenidas por cada cien
anteras cultivadas es muy elevado. En cambio,
en las gramineas la técnica no ha sido tan exito-
sa. Sin embargo, los progresos en los métodos
de cultivo in-vitro durante las ultimas décadas
han permitido obtener buenos resultados con
gramineas (figura 4), aun en aquellas conside-
radas recalcitrantes. La capacidad de respues-
ta al cultivo de anteras, denominada capacidad
androgénica, puede ser evaluada a través de
la produccion de callos y de plantas verdes, y
su eficiencia es altamente dependiente de:
1. El genotipo: es quizas el factor mas im-
portante que afecta al cultivo de anteras.
En la naturaleza, la haploidia es contro-
lada por el gen hap, llamado gen inhibi-
dor de la haploidia. Existe suficiente evi-
dencia que sugiere que la androgénesis
in-vitro también esta bajo control génico,
y que este caracter puede ser transferido
desde clones con alta respuesta a otros
no respondedores. Se ha hallado varia-
bilidad en la respuesta entre especies y
aun dentro de ellas. En cebada y trigo los
caracteres induccién de callos y regene-
racion de plantas son altamente hereda-
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Figura 4. Produccion de callos y plantas a partir del
cultivo de anteras de Triticum aestivum. (A) Callo
blanco y compacto sobre una antera (flecha). (B)
Detalle del callo sefialado en (A). (C) Callo transfe-
rido a medio de cultivo para regenerar planta. (D)
Plantula de trigo regenerada a partir de callo, con
sistema radicular en formacion. (E) Planta haploide
completa finalizando la etapa de rusticacion, cre-
ciendo sobre sustrato inerte (Perlita).

bles, y se ha sugerido que ambos carac-
teres estarian controlados por muchos
genes. Por lo tanto, el mejoramiento de la
capacidad androgénica no parece dificil,
siendo la identificacion de genotipos con
gran capacidad de respuesta un paso in-
dispensable para su incorporacion en los
bloques de cruzamiento.

2. El % de albinismo: la ocurrencia de plan-
tas albinas representa un serio problema
para la aplicacion del cultivo de anteras
en programas de mejoramiento de ce-
reales. La incidencia depende, no sdlo
de la especie, sino también de la varie-
dad, citandose valores de 50, 70 y 100%
para tres variedades diferentes de arroz.
Bernard (1980) ha sugerido que las al-
tas temperaturas incrementan la diferen-
cia entre la velocidad de replicacién del

material nuclear y el de las organelas,
resultando en un desarrollo retardado o
incompleto de los plastidos, lo cual con-
duciria a la produccion de fenotipos albi-
nos. De acuerdo a este autor, el desarro-
llo de un sistema fotosintético funcional
es promovido por el tratamiento con ba-
jas temperaturas, aunque no siempre un
pretratamiento con frio reduce incidencia
de albinismo.

Las condiciones de crecimiento de las
plantas donantes: la edad y las condi-
ciones ambientales en que crecen las
plantas afectan considerablemente la
capacidad androgénica de las mismas.
Los factores ambientales mas criticos
son el fotoperiodo, la intensidad de luz,
la temperatura, la nutricién y la concen-
tracion de CO,. Estos factores incidirian
en la capacidad de producir las divisio-
nes celulares morfogénicas que condu-
cen al desarrollo de embrioides y la re-
generacion de plantas. Este ultimo paso
es critico dentro de todo el proceso, es
altamente dependiente de la calidad del
callo, y esta asociado fuertemente a toda
la historia previa del cultivo. En general,
se ha informado que la utilizacion de an-
teras de las primeras floraciones favore-
ce la respuesta androgénica, mientras
que las colectadas al final de la estacion
muestran una menor respuesta al culti-
vo, generando una menor cantidad de
embrioides. En Brassica napus, el creci-
miento de las plantas a bajas temperatu-
ras mejora la produccién de embrioides
obtenidos a partir de anteras.

El estado de desarrollo de las microspo-
ras: en la fase gametofitica de las plan-
tas, que comienza luego de la meiosis,
las microsporas sufren inicialmente una
division mitética asimétrica que da origen
a dos células de distintos tamafios: la ge-
nerativa (mas pequefia y con un nucleo
altamente condensado) y la vegetativa
(mas grande y con un nucleo difuso).
En las gramineas, el nucleo generativo
se divide nuevamente originando dos
nucleos espermaticos. Uno generara el
endosperma ftriploide al fusionarse con
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los dos nucleos polares del saco embrio-
nario, mientras que el segundo fertilizara
a la oodsfera produciendo el cigoto diploi-
de, que constituira el primer paso de la
nueva fase esporofitica. Los embrioides
haploides se originan in-vitro a partir de
una de las vias que se enuncian a conti-
nuacion. Cuando la primera division mi-
tética de la microspora es asimétrica, los
haploides se originan por repetidas divi-
siones de la célula vegetativa, de la ge-
nerativa o de ambas. En cambio, cuando
la primera division mitética es simétrica,
ambas células resultantes contribuyen al
desarrollo del haploide. Por lo tanto, una
célula gamética masculina puede revertir
su desarrollo gametofitico hacia el grano
de polen y dar origen directamente a un
nuevo individuo. En general, las micros-
poras que se encuentran en la primera
division mitotica son las que mejor res-
ponden. Esto varia levemente con la es-
pecie vegetal, pero esta reversion no es
posible luego de iniciada la deposicién
de almiddén. El estadio mas apropiado
para los cereales es el de micréspora
uninucleada media y tardia.

Los pretratamientos: distintos tipos de
estrés aplicados durante el estadio ade-
cuado pueden enmascarar el programa
gametofitico e inducir la expresion de
genes especificos del desarrollo espor-
fitico. Si bien las bajas temperaturas son
consideradas como el mejor pretrata-
miento, también otros pueden estimular
la androgénesis, como el calor, el cho-
que osmdtico, la centrifugacion de las
anteras o hasta una incision en la parte
superior de la inflorescencia donante.
También se citan la poda, la pulverizacion
con etrel, la irradiacion, la reducciéon en
la presion atmosférica, la anaerobiosis,
el tratamiento en una atmosfera satura-
da de agua y la aplicacion de gameto-
cidas. Las bajas temperaturas aplicadas
sobre la planta madre, sobre las yemas
florales jovenes o sobre las anteras, ge-
neralmente estimulan la embriogénesis.
El frio estimula la division mitética simé-
trica de las microsporas. Esto se debe-
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ria a una alteracion en la orientacion del
huso que conduciria a una primera mito-
sis anormal del grano de polen. Por otra
parte, se ha mencionado que las bajas
temperaturas retardan el envejecimiento
de la pared de la antera, lo cual aumen-
taria la supervivencia y la viabilidad del
polen. En general, las temperaturas cita-
das varian entre 2 y 10 °C y la duracion
del tratamiento de 2 a 30 dias. Es impor-
tante determinar la temperatura adecua-
da para cada especie vegetal, aun para
variedades dentro de la misma especie.
En algunas especies, tales como Capsi-
cum annun, avena y algunos genotipos
de trigo se ha logrado éxito con un cho-
que con alta temperatura. Temperaturas
de 30 — 35 °C durante los primeros 1 a 4
dias del cultivo ayudaron a inducir la an-
drogénesis en varias especies de género
Brassica.

La composicion del medio de cultivo: es
otro de los factores importantes para el
éxito en el cultivo de anteras. No existe
una recomendacion general y las varia-
ciones dependen de la especie a cultivar.
a) Medios de induccion: dos tipos de
estrés, osmotico y nutricional, han sido
identificados como causas disparadoras
de la induccion de embriogénesis en las
microsporas de mono y dicotiledoneas.
En tabaco, el cultivo de las anteras en un
medio carente de sacarosa durante los
primeros 6 dias de la etapa de induccion
permiti6 una maxima respuesta andro-
génica. Los carbohidratos cumplen dos
roles fundamentales en los medios de in-
duccién, ya que actuan como osmolito y
como nutriente. Los agentes gelificantes
representan otro aspecto importante en
la evolucion de los medios de induccion.
Tradicionalmente se utiliz6 agar como
gelificante de los medios de cultivo debi-
do a su disponibilidad y bajo costo. Pero
en 1973 se detectd una mejor respuesta
androgénica en tabaco cuando las ante-
ras fueron cultivadas en un medio soli-
dificado con agar y suplementado con
carbon activado. En medios liquidos la
adicién de Ficoll (polimero sintético de



sacarosa, inerte, no idnico y de alto peso
molecular) incrementa la tensién super-
ficial y la viscosidad del medio. De esta
manera, las anteras y callos flotan sobre
el medio liquido y se desarrollan en con-
diciones aerobicas, permitiendo eleva-
das tasas de embriogénesis y de produc-
cion de plantas verdes. En cuanto a los
reguladores de crecimiento, la mayoria
de los cereales requiere de la presencia
de auxinas y de citocininas en el medio
de cultivo y las respuestas parecen de-
pender de los niveles endogenos de ta-
les reguladores. Por ejemplo, para lograr
la induccién en trigo es indispensable el
uso de 2,4-D en concentraciones de 1,5
a 2 mg/l. Existen otras sustancias que,
adicionadas al medio de cultivo, ayudan
en la estimulacion de la androgénesis,
como la glutamina y el inositol. También
se citan otros compuestos inespecifi-
cos como extracto de papa, de batata,
de mandioca, de trigo germinado y de
endospermas de arroz y de maiz. En
ocasiones, si el medio es suplementado
con leche de coco los granos de polen
desarrollan directamente en embrioides.
b) Medios de regeneracion: la variedad
de medios de regeneracién citada es
menor cuando se la compara con la de
los medios de induccion. Los mas utili-
zados son modificaciones derivadas del
medio MS, con concentraciones de car-
bohidratos similares a las utilizadas en
los medios de cultivo de tejidos tradicio-
nales (30g/l de sacarosa), utilizando agar
(0,6%) como gelificante, auxinas menos
poderosas, y un balance hormonal a fa-
vor de las citocininas

Las condiciones de incubacion: las ca-
racteristicas ideales de cultivo son es-
pecificas para cada especie, y aun para
cada genotipo dentro de una misma es-
pecie. Estas afectan particularmente la
tasa de absorcion final de nutrientes y la
regeneracion de plantas verdes. La dura-
cion e intensidad luminica, la temperatu-
ray la orientacion de las anteras sobre el
medio de cultivo pueden tener un efecto
considerable en algunas especies.

Il. Cultivo de Microsporas: comprende la
obtencion de individuos haploides a partir de
microsporas aisladas. Las espigas son pretra-
tadas y las microsporas liberadas son coloca-
das en un medio de cultivo donde desarrollaran
embriones haploides que seran luego transfe-
ridos a un medio de regeneracion para originar
plantulas (figura 5). Este sistema es conside-
rado el de mayor potencial para la produccién
de doblehaploides, debido a que induce a las
miles de microsporas que contiene una flor a
dividirse y producir embriones. La ausencia de
la pared de la antera podria mejorar la nutri-
cion y eliminar las restricciones fisicas para la
androgénesis. El cultivo de microsporas tiene
la ventaja de originar embriones de similar ta-
mano y etapa fisiolégica debido a que pueden
separarse las microsporas de tamafios seme-
jantes por centrifugacion diferencial. La opti-
mizacion de los diferentes pasos criticos para
el éxito de esta técnica puede llevar a la ob-
tencién de una alta cantidad de plantas verdes
con menores costos y esfuerzos. Entre los fac-
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Microsporas — embriones haploides ——— plantas haploides
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Figura 5. El diagrama muestra las diferentes etapas
del cultivo de anteras y de microsporas aisladas.
Para el cultivo de anteras, las etapas requeridas a
partir de anteras hasta la obtencion de las plantas
haploides pueden describirse como sigue: a) yema
floral previo a la antesis, 1b) anteras, 1c) anteras
en cultivo, 1d) y 1e) proliferacién de las anteras, 1f)
callo haploide, 1g) diferenciacién de callo, h) planta
haploide. Para el cultivo de microsporas aisladas:
a) yema floral previo a la antesis, 3b) microsporas
aisladas de una antera, 3c) cultivo de microsporas,

3d) estado multinucleado, 3e) y 3f) embrién en de-
sarrollo.
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tores determinantes de la eficiencia del método
podemos citar:

1.

Genotipo: se han citado cultivares de ce-
bada con una alta respuesta al cultivo de
microsporas, en contraste con otros me-
nos respondedores.

Albinismo: al igual que en el cultivo de
anteras, el numero de plantas albinas
depende del genotipo, y también se ve
influido por la densidad de cultivo de las
microsporas.

Condiciones de crecimiento de la plan-
ta donadora: el mantenimiento de las
plantas en condiciones controladas de
fotoperiodo y temperatura es esencial y
debe ser ajustado en funcién de la espe-
cie. Se han citado excelentes resultados
en cebada cuando las plantas son culti-
vadas en ambientes libres de patégenos,
con alta humedad relativa (60-80%),
fotoperiodo de 16 hs de luz, y adecuado
régimen de fertilizaciéon y riego. Cuando
las plantas crecen estresadas, ya sea
por riego excesivo, sequia, enfermeda-
des, o la aplicacion de algun plaguicida,
la respuesta al cultivo de microsporas es
menor.

Estadio de las microsporas: como se ci-
tara anteriormente para el cultivo de an-
teras, es imprescindible el chequeo del
estadio correcto de las microsporas para
que conserven su capacidad androgéni-
ca.

Pretratamientos: los mas utilizados con-
sisten en el uso de frio, estrés osmotico,
presencia o ausencia de determinados
nutrientes, etc. Se ha demostrado que los
nutrientes disponibles para las microspo-
ras durante el pretratamiento constituyen
un factor decisivo que determina la cali-
dad de los embriones originados.
Densidad de cultivo de las microsporas:
la densidad de las microsporas en cultivo
afecta el desarrollo de las mismas y el
numero de microsporas que entraran en
division. Existe una concentracién mini-
ma para el desarrollo de las microsporas,
y una densidad 6ptima para una mayor
regeneracion. Las condiciones mas favo-
rables deben ser ajustadas en cada caso

y para cada genotipo en particular.
Medio de induccion: se han estudiado
diferentes concentraciones de azucares,
distintas fuentes de nitrégeno organico,
y la adicion de diferentes de auxinas al
medio. En general se sugiere la sustitu-
cion de sacarosa por maltosa como fuen-
te de carbohidratos, la disminucién de la
concentracion de nitrato de amonio, el
agregado de glutamina, y el empleo de
APA (&cido fenil acético) como auxina
para favorecer la induccion.

Medio de regeneracién: la composicion
del medio de regeneracion puede afectar
el vigor y supervivencia de las plantulas.
Kasha et al. (2001), trabajando con ce-
bada, encontraron en este método una
manera eficiente de produccion de DH,
con una mejor respuesta y una menor
dependencia del genotipo que en el caso
del cultivo de anteras. A esto se le suma
la ventaja de contar con una elevada
cantidad de microsporas haploides en un
estado fisioldgico uniforme, que constitu-
yen excelentes blancos para la mutagé-
nesis, la seleccioén y la transformacion.

lll. Hibridacion Interespecifica e Intergené-
rica: en este caso los haploides se originan a
través de la eliminacién del genoma del poli-
nizador. El sistema de hibridacién de trigo x
Hordeum bulbosum, inicialmente descubierto y
empleado con éxito en cebada, ha sido consi-
derado superior al cultivo de anteras por tres
razones:

1.
2.

3.
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La produccién de haploides es mas facil.
El tiempo requerido para la regeneracién
de plantas es menor.

La eficiencia en la regeneracién de plan-
tas parece ser mayor. La gran limitante
de este sistema lo constituye el hecho de
que la mayoria de los cultivares de tri-
go no pueden cruzarse con H. bulbosum
debido a la presencia de los genes de
incompatibilidad, Kr1 y Kr2, y al desco-
nocimiento del estado de estos genes en
los genotipos de trigo y de H. bulbosum
involucrados en los cruzamientos, debi-
do a que los genotipos se seleccionan en
base a criterios agronémicos y no a un
sistema de compatibilidad de cruzamien-



tos con H. bulbosum. Para sortear estos
inconvenientes, se ha sugerido como
alternativa realizar los cruzamientos de
trigo utilizando maiz como polinizador
(figura 6). Luego de la fertilizacién del
ovulo de trigo por el polen de maiz, du-
rante las primeras mitosis del cigoto, los
cromosomas del maiz son eliminados.
Esto se debe a una incompatibilidad en-
tre los cinetocoros de estos cromosomas
y las fibras de los husos acromaticos que
hace que en las primeras anafases los
cromosomas de maiz vayan quedando

rezagados en el citoplasma, donde fi-
nalmente son degradados. El resultado
de este proceso es un embridon haploide
de trigo. Seguidamente, los embriones
inmaduros deben ser rescatados en un
medio de cultivo apropiado. A través de
las cruzas con maiz se han obtenido ha-
ploides de trigo de cultivares tanto com-
patibles como incompatibles con H. bul-
bosum, lo cual sugiere que el sistema de
incompatibilidad no afecta al método de
trigo x maiz, por lo que seria menos de-
pendiente del genotipo.

Figura 6. Produccién de haploides de Triticum aestivum por cruzamientos de trigo x maiz (Zea mayz).
(A) Espigas de trigo cortadas en el campo y castradas en el laboratorio. (B) Plantas de maiz (donantes
de polen) crecidas en invernaculo. (C) Desgrane de espigas para realizar la desinfeccion de los granos y
posterior rescate de embriones. (D) Grano con dos embriones haploides (poliembrionia). (E) Embriones
inmaduros rescatados y creciendo in-vitro. (F) Planta rusticada. (G) y (H) Plantas con 3-5 macollos con
sus raices sumergidas en solucion de colchicina para la duplicacion cromosémica. I. Plantas tratadas con
colchicina y llevadas a macetas con tierra en camara de crecimiento
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IV. Ginogénesis in vivo en maiz: el empleo
de lineas con elevada frecuencia de haploides
como polinizadores motivd al desarrollo de
la tecnologia para la obtencion de haploides
maternos in-vivo. Este hallazgo abrié nuevas
posibilidades para el empleo de polinizadores
seleccionados en funcion de su capacidad de
incrementar las frecuencias de haploides. Li-
neas inductoras fueron desarrolladas a partir
del germoplasma de Stock 6 de “elevada ha-
ploidia”. El mecanismo involucrado en la gene-
racion de haploides estaria basado en la falta
de fertilizacion de la oosfera durante la doble
fertilizaciéon. En relacién a este fendmeno se ha
planteado la hipotesis en que se asume que las
lineas inductoras de haploidia presentan dos
células espermaticas con diferente velocidad
de desarrollo (figura 7).

El método de generacion de haploides mater-
nos in-vivo involucra los siguientes pasos:

1. Generacién del cruzamiento del cual se
desean obtener lineas homocigotos (Ge-
neracion parental).

2. Fecundacién de la F1 con polen prove-
niente del inductor de haploidia.

3. Identificacion de granos haploides.

Nucleo Generative

Generacién de Haploides

4. Duplicacién de los individuos haploides.

5. Autofecundacion de las plantas haploi-

des duplicadas.

La identificacion de los granos haploides se
realiza mediante el empleo de genes marcado-
res de color en embrién y endosperma, siendo
el alelo rojo navajo 6 Navajo crown (R-nj) el
mas frecuente. Aquellos cariopses con un em-
brién haploide (r-nj), resultantes de la falta de
fecundacion de la odsfera, pueden distinguirse
claramente debido a la falta de expresion del
marcador antocianico dominante R-njen el em-
brion. Es decir que la expresién especifica del
gen R-nj en el endosperma (Navajo crown) y
en el embrion permite de manera rapida y pre-
cisa identificar aquellos granos con la potencia-
lidad de producir plantas haploides (figura 8).

Duplicaciéon cromosdémica

Después de la duplicacién cromosémica,
ya sea espontanea o inducida, se logra la ho-
mocigosis y se restaura la fertilidad. La planta
haploide, sin duplicar, es estéril por lo que no
podria producir semillas. Entre las técnicas que
han sido utilizadas para la duplicacién de ha-
ploides cabe mencionar:

1. La duplicacién espontanea du-
rante la etapa de callo o de res-
cate de embriones.

Invivo
Nucleo Vegetativo Nucleo Vegetative
o
Nucleo Generative . .
Y ,x ivisién celular
/
) 4
29 "2 ®
as Célula Célla
Esperméticas Espermética 1 Espermati
-@nN
X _en

Embrién Haploide

Endosperma
3n

SACO EMBRIONARIO

Figura 7. Generacion de haploides in-vivo a través de fecunda-
cion incompleta. La célula espermatica se une a los nucleos po-
lares dando como resultado la formacion del endosperma (3n).
La otra célula no logra fecundar a la odsfera produciendo un

embrién haploide (n)

2. Laregeneracion de plantas do-
blehaploides a partir de callos
de médula de plantas haploi-
des de tabaco.

Sustancias quimicas: aunque
se conocen casos utilizando
agentes quimicos tales como
acenafteno, hidrato de cloral,

» DEGENERA 3

Espermitica 1 sulfanilamida, etc., la mayor
.. - eficacia se ha logrado con la

colchicina y el 6xido nitroso.
La aplicacion del 6xido nitroso
bajo presién (2-6 atmosferas)
resulta de especial interés por
su facil penetracion en los teji-
dos y la rapida desaparicion de
los mismos cuando cesa la pre-
sion. Puede utilizarse en flores
recién polinizadas. La ventaja
que presenta este tratamien-
to es que, al poder ser aplica-
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F1 INDUCTOR
r-nj/r-nj o R-nj/R-nj
A
- N
Endosperma R-nj/r-nj R-nj/r-nj

Embrién Z——R-nj/r-nj

r-nj

HIBRIDO HAPLOIDE
SELECCION DE GRANOS
HAPLOIDES

Figura 8. Marcadores de color en embrién y endos-
perma que permiten la seleccion de granos haploi-
des

do durante la primera division mitética
del 6vulo fecundado, se ve reducida la
aparicion de quimeras. Por otro lado, los
residuos de este agente resultan menos
toxicos para la planta que otros que se
aplican en forma liquida, aunque la fre-
cuencia de aneuploides puede ser muy
elevada. La accién de la colchicina fue
descubierta en 1937 y desde entonces
ha pasado a ser practicamente el agente
diploidizante mas importante. Esta droga
actua impidiendo el autoensamblaje de
la tubulina, inhibiendo asi la formacién
de los microtubulos del huso y, en conse-
cuencia, la segregacion anafasica de las
cromatides. Afecta por lo tanto soélo a las
células que se encuentran en division.
Puede aplicarse a plantulas, plantas
adultas, semillas, microsporas y anteras.
El tratamiento puede realizarse utilizan-
do una solucion acuosa donde se su-
mergen las raices, dejando fuera la parte
aérea. También se puede hacer llegar la
solucion al interior de la planta utilizan-
do una jeringa con la dosis deseada (mi-
croinyeccion), o por absorcion de la solu-

cion a través de los tallitos decapitados,
sobre los que se vierte. Otra forma es
tratar los callos con colchicina antes de
trasladarlos al medio de regeneracion.
Este ultimo método permite la obtencién
de gran numero de doblehaploides, pero
presenta la desventaja de que la mayo-
ria de las plantas asi obtenidas son mo-
saicos cromosomicos. Otra alternativa,
para microsporas y anteras, es la adiciéon
del agente duplicador directamente en el
medio de induccion, antes de la primer
mitosis. La diploidizacion en este mo-
mento requiere menos tiempo y esfuerzo
y ha sido utilizada en programas de me-
joramiento de trigo, maiz, Tritordeum vy
arroz. El problema de la suplementacion
del medio de induccion con colchicina es
que reduce la embriogénesis en trigo, si
bien en Oryza sativa y Brassica la puede
incrementar. La duracién del tratamiento
y la concentracion de la solucion varian
para cada especie.

Cualquiera sea el método con que se dupli-
que la planta, un macollo o sélo una yema flo-
ral, lo importante es lograr que las semillas que
éstas produzcan sean viables.

Consideraciones finales

La eleccion de los progenitores y la selec-
cion son etapas decisivas en un programa de
mejoramiento que avanzara luego, generaciéon
tras generacion, hacia una homocigosis que
permita entrar en las etapas de evaluacion.
Ganar tiempo en estos casos puede signifi-
car una reduccion de costos muy importante y
una mas temprana entrada en el mercado de
la nueva variedad. En el caso de una espe-
cie autbgama, como el trigo, es posible ganar
generaciones haciendo dos cosechas en un
ano, especialmente en aquellos cultivares de
corto ciclo vegetativo. Esto, sin embargo, difi-
culta la observacién de algunas caracteristicas
agrondmicas importantes, que no pueden ser
observadas en los genotipos en esas condicio-
nes, atentando contra una seleccion eficiente.
Para los trigos de tipo invernal y facultativos,
con ligeros requerimientos de vernalizacion,
esta ganancia de generaciones no es posible
o0 es compleja. La produccion de individuos
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doblehaploides que puedan participar anticipa-
damente en la etapa de evaluacion agronémi-
ca se plantea como una solucion promisoria a
este problema, reduciendo los tiempos y pre-
supuestos.

Muchos interrogantes quedan aun sin resol-
ver, limitando la aplicacion extensiva de esta
tecnologia a algunos modernos programas de
mejoramiento vegetal. Algunas preguntas a las
que debemos encontrar respuestas son:

En que generacion segregante se aplica el
método de doblehaploides?

¢, Cual es el numero de individuos dobleha-
ploides derivados de un cruzamiento, repre-
sentativo de la variabilidad gamética creada
en la cruza, que permita un aprovechamiento
integral, comparable al logrado con el método
convencional de seleccién a campo?

¢, Como superar la escasa cantidad de semi-
lla producida?

¢ Es una técnica alternativa, o complementa-
ria del mejoramiento tradicional?

¢ La eficiencia en la produccion de dobleha-
ploides, justifica su alto costo dentro de un plan
de mejora?

De acuerdo a Mujeb-Kazi (1998), las gene-
raciones segregantes adecuadas para producir
doblehaploides son la F2 y F3. Si eligiéramos
individuos F3, que ya cuentan con un afio de
seleccion a campo durante la F2 -generacion
que ha mostrado la mayor varianza genéti-
ca entre los dos padres- estariamos evitando
producir un gran numero de plantas dobleha-
ploides que no seran agronémicamente promi-
sorias. No obstante, debemos considerar que
serian necesarios varios cientos de individuos
DH para que el proceso tenga posibilidades de
éxito agronémico.

En general, la produccién de doblehaploides
resulta en un gasto excesivo en comparacién a
los métodos tradicionales de mejoramiento, por
lo cual en la mayoria de los programas solo ge-
notipos élite son sometidos a este sistema. Si
bien el costo de produccién de los DH depende
directamente del método elegido y la eficiencia
lograda, la aplicacién de esta metodologia al
mejoramiento vegetal se vislumbra mas bien
como una herramienta complementaria al me-
joramiento tradicional, y que de ningun modo
intentaria reemplazarlo.
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IIl. CAPITULO 2

Aplicaciones de los marcadores
moleculares

Alicia Carrera; Gabriela Tranquilli;
Antonio Garayalde; Marcelo Helguera

Los marcadores moleculares, herramientas
basicas de la biotecnologia vegetal descriptas
en Parte | Capitulo 5 de este libro, se utilizan
en la actualidad en numerosas éareas relacio-
nadas con el mejoramiento vegetal y el analisis
de la biodiversidad. A continuacién se descri-
ben algunas de esas aplicaciones. Cada uno
de estos campos posee una base tedrica en
ocasiones compleja y muchos de ellos requie-
ren del uso de programas de estadistica avan-
zada. De este modo, el presente capitulo debe
ser considerado como una introduccion a los
temas presentados.

Identificacion de genotipos — Pureza

varietal

El control de la pureza varietal y la discrimi-
nacion de variedades protegidas requieren de
una adecuada identificacion de los materiales.
Esta identificaciéon se ha basado tradicional-
mente en el uso de caracteres morfologicos y
fisiologicos. Desafortunadamente, la utilizacion
de recursos genéticos de origen comun en di-
ferentes programas de mejoramiento ha redu-
cido la eficiencia de discriminacién por marca-
dores fenotipicos (descriptores), que si bien
son importantes, presentan limitaciones (bajo
polimorfismo, influencia ambiental, dependen-
cia del estadio de desarrollo de planta, etc.).
Como alternativa para resolver este problema,
los marcadores moleculares resultan de gran
utilidad por su numero virtualmente ilimitado
y por su habilidad para explorar variabilidad
genética a nivel del ADN. ISTA (International
Seed Testing Association) y UPQV (Union Pour
La Protection Des Obtenions Vegétales) son
entidades internacionales que han distribuido
informacion para estandarizar los analisis de
laboratorio para la identificacion de cultivares,
y para reglamentar la utilizacion de diferencias
moleculares en la evaluacion de homogenei-
dad intra-varietal, la discriminacion de varie-
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dades y el otorgamiento de nuevas patentes.
En la actualidad se dispone de patrones mo-
leculares varietales para una extensa lista de
especies. Frecuentemente, un grupo de loci
polimorficos de un marcador molecular, tales
como microsatélites o AFLPs (Amplified Frag-
ment Length Polymorphism) es suficiente para
generar un perfil molecular de identificacion, o
“huella dactilar” de ADN, unica para cada cul-
tivar. Como ejemplo, podemos mencionar al
trigo pan (Triticum aestivum L.) para el que se
desarrollé una Matriz de Identificacion Varietal
en base a marcadores microsatélites de ADN,
que permite la individualizacion de las distintas
variedades argentinas. Por otro lado, a partir
de datos moleculares es posible obtener dis-
tintos indices de similitud o distancia genética
y generar dendrogramas que ponen en eviden-
cia las relaciones entre los materiales. Esta in-
formacion puede ser altamente valiosa en caso
de litigios por derechos de obtencion. Para
mas detalles sobre identificaciéon de genotipos
se recomienda la lectura de Parte lll, Capitulos
4 y 5 de este libro.

La pureza varietal es uno de los principales
requisitos de la semilla comercial. En la produc-
cion de semilla hibrida la heterogenidad intra-
lote puede originarse por falta de uniformidad
en las lineas parentales, polinizacion cruzada
espontanea o mezcla de semillas durante la
siembra, cosecha o embolsado. Los individuos
fuera de tipo pueden identificarse mediante el
patron molecular. Del mismo modo, pueden
establecerse las relaciones de descendencia
entre una serie de lineas parentales y sus hibri-
dos. Asimismo, la caracterizacion molecular de
lineas puras permite conocer el nivel de varia-
bilidad genética presente en la coleccion, con-
firmar homocigocis, precisar la identificacion y
asistir en la planificacion de los cruzamientos
destinados a producir hibridos de caracteristi-
cas superiores.

Bancos de germoplasma

El proceso de seleccion para mejora y las
practicas de la agricultura moderna han gene-
rado una pérdida notable de diversidad en la
mayoria de las especies cultivadas. El reem-
plazo paulatino de las variedades primitivas
por los nuevos cultivares de indudables venta-
jas econodmicas ha producido una reduccion en
el numero de genotipos que se cultivan. La ero-
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sion genética puede tener graves consecuen-
cias para el cultivo, principalmente en relacion
con su vulnerabilidad sanitaria. Este proceso
puede ser atenuado mediante la creacién de
bancos de germoplasma, que constituyen un
componente vital de los programas de mejo-
ra. Las colecciones pueden mantenerse como
bancos de semilla, a campo, in-vitro o criopre-
servadas. Esta actividad se vuelve particular-
mente relevante para el Continente Americano
y el Caribe, que constituyen los centros de ori-
gen de cultivos importantes como maiz, poroto,
cacao, papa, mani, pimiento, tomate, zapallo,
ademas de numerosas medicinales, aromati-
cas, frutales y forestales.

Los recursos genéticos de una especie cul-
tivada comprenden: i) cultivares antiguos y
de reciente obtencion; ii) poblaciones locales
mantenidas por los productores, “landraces’;
iii) poblaciones silvestres de la misma especie
o formas maleza; iv) especies relacionadas.
Los marcadores moleculares permiten carac-
terizar accesiones cultivadas vy silvestres, es-
tudiar el proceso de domesticacion, establecer
relaciones filogenéticas, y contribuir en la toma
de decisiones para la eleccion de estrategias
de conservacion. El procedimiento consiste ba-
sicamente en analizar los materiales median-
te marcadores proteicos o de ADN, y calcular
medidas de diversidad (nivel de polimorfismo,
riqueza alélica, presencia de alelos unicos) y
de similitud genética. Esta informacién luego
se integra a datos geograficos (procedencia de
las accesiones, distribucién), pedigri, taxono-
mia y variabilidad en caracteres morfolégicos,
fenolégicos, fisiologicos, etc.

Una gran parte de los polimorfismos molecu-
lares se encuentra en regiones no codificantes
del genoma, carece de expresion fenotipica y
es selectivamente neutra. En contraste, los ge-
nes que codifican los rasgos morfolégicos y/o
agronomicos poseen un fuerte efecto fenoti-
pico y han estado sometidos a intensas pre-
siones de seleccidn en las distintas etapas del
mejoramiento. Por lo tanto, estos caracteres
representan grupos de genes sometidos a dife-
rentes fuerzas de cambio a lo largo del proceso
de domesticacién. Los marcadores molecula-
res combinados con datos morfolégicos, agro-
némicos y de origen, conforman una base de

datos integral que permite describir la variacion
genética en colecciones de germoplasma.

Veamos algunos ejemplos. En casos como
el girasol (Helianthus annuus), originario de
Estados Unidos, el analisis de diversidad ha
demostrado que el proceso de domesticacion
ha reducido considerablemente la base gené-
tica de los materiales cultivados en relacion a
las poblaciones silvestres. Por el contrario, en
poroto (Phaseolus vulgaris) y olivo (Olea eu-
ropea), las formas cultivadas conservan gran
parte de la variabilidad presente en las pobla-
ciones de los centros de origen en América y
Europa, respectivamente. La comparacion en-
tre los materiales silvestres y cultivados de una
especie permite ademas identificar los lugares
de origen del cultivo, conocidos como centros
de domesticacion. Una vez que los recursos
genéticos disponibles han sido caracterizados,
es posible decidir cuales serian los cruzamien-
tos que mas contribuirian a la expansion de la
base genética.

Aunque frecuentemente el proceso de do-
mesticacion involucra una pérdida importante
de diversidad que es revelada por marcadores
moleculares dispersos en el genoma, los cam-
bios mas significativos en el paso de formas sil-
vestres a cultivadas pueden ser explicados por
unos pocos genes. Por ejemplo, Dubcovsky y
Dvorak (2007) describen un fenébmeno llamado
sindrome de domesticacion, que es mayorita-
riamente adjudicado a genes que controlan la
arquitectura morfologica de la espiga y el me-
canismo de dispersion de las semillas. Uno de
ellos es el gen Br (brittle raquis) que determi-
na un raquis quebradizo (ancestral) o firme de
la espiga; otro es el gen Tg (tenacious glume)
que determina glumas firmemente adheridas al
grano (ancestral) o granos desnudos y el terce-
ro es el gen Q, que gobierna el libre desgrane
de la semilla madura y la forma cuadrada de la
espiga. El alelo g produce una espiga piramidal
de raquis elongado (espeltoide) cuyas semillas
no se desgranan facilmente al madurar. La es-
piga del trigo moderno es la resultante de la
combinacion de los alelos br (raquis firme), tg
(grano desnudo) y Q, que generan una espiga
cuadrada, que permite el libre desgrane de la
semilla madura desnuda, facilitandose enor-
memente la cosecha del grano.
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Desde el punto de vista del mejoramiento,
la informaciéon generada por los marcadores
resulta de inmediata aplicacion en los proce-
sos de acopio (dénde colectar, qué intercam-
bios realizar), conservacion (identificacion de
duplicados en las colecciones, monitoreo de
los cambios en la composicién genética que
puedan ocurrir durante la multiplicaciéon o con-
servacion de los materiales), caracterizacion
(diversidad genética de la coleccidn) y distribu-
cion eficiente de los recursos genéticos hacia
los usuarios.

Mapas Genéticos

Un mapa genético de una especie animal o
vegetal muestra la distribucion lineal de mar-
cadores en cada uno de los cromosomas que
constituyen el genoma de un organismo. Este
mapa esta basado en el concepto clasico de
ligamiento: si dos 0 mas genes o marcadores
estan fisicamente cercanos sobre el mismo cro-
mosoma, sus alelos se transmiten usualmente
juntos a través de la meiosis. Las proporciones
en que estos genes segregan en una pobla-
cion se apartan de las esperadas bajo la ley de
segregacion independiente. La mayor parte de
los gametos contendran las mismas combina-
ciones alélicas que los padres; solo aquellos
meiocitos que experimenten un intercambio
entre cromatides no hermanas o crossover ge-
neraran gametos con combinaciones alélicas
diferentes de las parentales (recombinantes).

El fundamento del mapeo genético reside en
la relacion entre la frecuencia de recombina-
cion y la distancia fisica entre los loci. La fre-
cuencia de recombinacién entre dos genes se
convierte en una estimacion de la distancia de
mapa que los separa. La unidad de medida de
los mapas genéticos es el "centimorgan" (cM),
que es una medida de la cantidad de eventos
de recombinacién entre marcadores, ocurridos
en una poblacién segregante (de mapeo). Para
mas detalles sobre construccion de mapas ge-
néticos se recomienda la lectura del Capitulo 6,
Parte | de este libro.

El aporte de los marcadores moleculares en
la construcciéon de mapas genéticos es fun-
damental, ya que han permitido incrementar
la probabilidad de identificar regiones cromo-
sémicas que determinan rasgos agronomica-

mente importantes, en comparaciéon con los
mapas obtenidos mediante el uso de marca-
dores morfologicos o isoenzimaticos. Conse-
cuentemente, cuanto mayor sea el numero de
marcadores incorporados a un mapa genético
mayor sera su capacidad de resolucion y utili-
dad como marco de referencia para incorporar
genes asociados a caracteristicas de interés
economico.

Para incorporar un caracter de interés agro-
nomico en un mapa genético es necesario
cumplir con las siguientes etapas:

1. Desarrollar una poblaciéon segregante

para el caracter agrondmico en cuestion.

2. Caracterizar la poblacién segregante
utilizando marcadores moleculares poli-
moérficos (con diferencias en la secuen-
cia de ADN entre los parentales). Para
construir un mapa minimo es deseable
disponer de al menos cuatro marcadores
moleculares por cada cromosoma del
genoma en estudio.

3. Evaluar fenotipicamente el caracter agro-
némico sobre los individuos de la pobla-
cion segregante. Este punto es crucial,
ya que si la evaluacion del caracter en
la poblacion de mapeo no es precisa, el
mapeo del caracter sera erroneo o irrea-
lizable.

4. |dentificar marcadores ligados al caracter
agrondmico en cuestion (co-segregacion
entre fenotipo del caracter y fenotipo del
marcador). Para esta instancia, al igual
que para la construcciéon del mapa ge-
nético, se pueden utilizar herramientas
informaticas especificas tales como los
programas Mapmaker, MapmakerQTL,
Genemap, etc.

Cuanto mayor sea la distancia genética en-
tre los parentales que daran origen a la pobla-
cion de mapeo, mayor sera la probabilidad de
detectar marcadores polimoérficos, que es un
punto critico para identificar marcadores liga-
dos al caracter en estudio.

En el contexto del mejoramiento vegetal los
mapas genéticos posibilitan:

* Lacoberturay analisis de genomas com-

pletos.

* La localizacion de regiones gendmicas

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il 313



que controlan caracteres de importancia
agrondmica o industrial.

+ La cuantificacion del efecto de estas re-
giones en la caracteristica estudiada.

* La descomposicion de caracteres gené-
ticos complejos (QTLs) en componentes
mendelianos.

En los ultimos afios ha comenzado a usarse
una nueva estrategia de mapeo denominada
mapeo por asociacion, que utiliza el concep-
to de desequilibrio de ligamiento (LD), definido
como la asociacion no al azar de alelos de dife-
rentes loci. La hipotesis de base considera que
en poblaciones grandes, con apareamientos al
azar (panmixis), con los loci segregando inde-
pendientemente y en ausencia de seleccion,
mutacion, o migracion, los loci polimérficos
estan en equilibrio: la frecuencia de un cierto
haplotipo depende del producto de las frecuen-
cias alélicas en cada locus. En este caso el LD
sera cero. La existencia de ligamiento fisico
aumenta los niveles de LD, aunque procesos
de seleccién y migracion generan igualmente
valores de LD distinto de cero. Una ventaja im-
portante de este método es que puede pres-
cindir de poblaciones de mapeo clasicas, tales
como F2 o RILs (Recombinant Inbred Lines)
pudiendo utilizarse la variacion en poblaciones
naturales de una especie o colecciones de cul-
tivares, producto del mejoramiento. Este en-
foque aprovecha la historia de recombinacion
natural de la especie y los procesos ocurridos
de seleccion, lo cual incrementa el grado de
asociacion entre los marcadores y el caracter
de interés.

Si un marcador resulta estar asociado a un
gen que controla un caracter de interés agro-
némico, la seleccion de este marcador resulta
en la seleccion indirecta del gen de interés. La
comparacion de mapas genéticos entre espe-
cies genera informacién basica sobre la estruc-
tura y evolucion de los genomas. Por otro lado
un mapa genético constituye el punto de parti-
da para proyectos de clonado de genes.

Seleccidn asistida por marcadores

El desarrollo de multiples técnicas molecu-
lares ha facilitado el analisis genético de ca-
racteres de interés agrondmico y la seleccion

de individuos con caracteristicas ventajosas.
La seleccion asistida por marcadores (MAS)
es un proceso de seleccion indirecta basado
en la existencia de co-segregacion entre mar-
cadores y un gen determinado. Su eficiencia
depende de la distancia entre el marcador y el
gen, y de la contribucion de ese gen al fenoti-
po. En términos amplios, el marco de aplica-
cién que brindan los marcadores moleculares
comprende la introduccidén y seguimiento de
genes o QTLs (Quantitative Trait Locus) de in-
terés, asi como la agilizacion del proceso de
recuperacion de homocigosis en fondos gené-
ticos particulares. En el primer caso, la estra-
tegia se basa en focalizar el analisis sobre el
gen de interés en una poblacién segregante
mediante el uso de marcadores previamente
desarrollados sobre porciones de secuencias
de dicho gen, o con marcadores localizados en
las regiones adyacentes que se encuentren li-
gados al caracter en cuestion. El segundo caso
tiene que ver con que la transferencia de genes
de interés se realiza comunmente mediante
cruzas amplias, que requieren luego del cruza-
miento inicial, una serie de retrocruzas hacia el
parental elite o recurrente. El producto final es
un material que posee el fondo genético origi-
nal con la nueva caracteristica incorporada. En
este caso, la estrategia se basa en un analisis
mas amplio de la poblacién segregante, ya que
el uso de marcadores no soélo se aplicara para
la identificacion del gen asociado a la caracte-
ristica de interés, sino que también se carac-
terizaran otras regiones del genomas, a fin de
identificar aquéllas que provengan del parental
elite. Las herramientas moleculares permiten
acelerar este proceso, dado que poseen alta
densidad y cubren en forma uniforme el geno-
ma.

Con relacion al seguimiento de genes de in-
terés, un argumento frecuentemente utilizado
en contra de la seleccion asistida por marca-
dores es que el mejoramiento de caracteres
de herencia simple no precisa de marcadores
para seleccion si los fenotipos son facilmente
identificables. Si bien esto es correcto, aun en
estos casos, la utilizacion de marcadores mo-
leculares en un programa de mejoramiento
puede representar una ventaja importante, y
es que la seleccion se independiza del fenotipo
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y el ambiente. Estas caracteristicas permiten
identificar rapidamente genotipos Unicos en
poblaciones segregantes e incorporar varios
genes de interés en un fondo genético, pro-
ceso también denominado "piramidizacién" o
"apilamiento" de genes.

Por lo descripto anteriormente, puede de-
cirse que la utilidad potencial de los marca-
dores moleculares en el proceso de mejora-
miento genético es alta. Sin embargo, factores
de orden técnico y/o econémico han limitado
su adopcion. Dentro de los primeros, corres-
ponde mencionar la disponibilidad de marca-
dores moleculares que permitan, por un lado,
mejorar la cobertura del genoma en cuestion,
y por otro lado, que resulten factibles de ser
implementados bajo procesos automatizados,
tales como extraccién de ADN o reacciones de
amplificacion a gran escala. En este sentido,
es importante destacar que cada vez es mayor
la cantidad y variedad de marcadores molecu-
lares desarrollados para cultivos de importan-
cia econdmica. Por otro lado, la implementa-
cion de un marcador para la seleccion de un
caracter agronémico en un programa de me-
joramiento requiere de una serie de estudios
previos relacionados con: (1) material a utilizar
(variedades, poblaciones F2, retrocuzas, lineas
avanzadas, etc.), (2) condiciones optimas de la
reaccion de PCR —Polymerase Chain Reac-
tion- (numero de ciclos de PCR, temperatura y
extension de cada ciclo, concentracion de los
componentes que conforman la reaccion de
PCR, etc.), (3) deteccion del marcador (geles
de agarosa, acrilamida, secuenciado, etc.), (4)
tipo de informacion a obtener (marcador domi-
nante o codominante), (5) posibilidad de even-
tos de recombinacion entre marcador y carac-
ter, etc., proceso que se denomina validacion.

Desde el punto de vista del mejoramiento,
sin dudas el mejor marcador es aquel que de-
tecta sitios polimérficos que estando dentro del
gen son los determinantes de la variacion feno-
tipica observada. Estos marcadores, también
llamados de diagndstico o funcionales, pueden
ser usados en forma confiable en poblaciones
en las que no se hayan mapeado previamen-
te, sin correr el riesgo de que la informacion
de interés se pierda por recombinaciéon. Como
ejemplo podemos mencionar un marcador de-

sarrollado para el gen Pinb-D1 de trigo. Este
gen codifica una de las proteinas relacionadas
con textura de grano y se ha demostrado que
el cambio de un aminoacido (glicina a serina)
da origen a una variante alélica cuyo fenotipo
es un grano con textura dura. Tanquilli y col.
(1999) desarrollaron un marcador que detecta
dicha mutacion en cualquier poblacion segre-
gante que sea polimorfica para el gen Pinb-D1
y es de gran utilidad para el mejoramiento de
trigos blandos (figura 1). Desafortunadamente,
la disponibilidad de marcadores funcionales se
ve restringida por el limitado nimero de genes
caracterizados molecularmente que controlan
caracteres agronémicos. Sin duda, la disponi-
bilidad de marcadores funcionales aumentara
progresivamente a partir del conocimiento ge-
nerado de los proyectos de gendmica en espe-
cies modelo (Arabidopsis, arroz) asi como del
numero creciente de secuencias codificantes
mapeadas y caracterizadas.

Dentro de los factores de indole econdémico,
la principal limitante en la adopcién generali-
zada de esta tecnologia ha sido la relacion en-
tre el costo del dato molecular (data point) y el
valor comercial de la semilla mejorada. En los
programas de mejoramiento de aquellas es-
pecies donde el material de cultivo es hibrido,
en general se observa mayor uso de seleccion
asistida por marcadores moleculares. Es espe-
rable que esta limitante se vaya superando con
el tiempo por el permanente avance tecnolé-
gico. En este sentido el amplio desarrollo de
marcadores basados en amplificiacion (SSRs
—Simple Sequence Repeats-, SNPs —Single
Nucleotide Polymorphisms-) ha permitido sim-
plificar las metodologias a aplicar, en com-
paracién con aquellos marcadores basados
en hibridacion (RFLPs —Restriction Fragment
Length Polymorphism-, por ejemplo), reducien-
do costos y también aumentando la eficiencia
en el proceso de seleccion.

Para mas detalles sobre seleccion asistida
por marcadores se recomienda la lectura de
Parte Ill, Capitulo 3 de este libro.

Mapas comparativos

El tamafio del genoma de plantas es muy
variable entre especies, y gran parte de esa
diferencia esta dada por secuencias de ADN
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5'- AAACAACATTGAAAAC |ATG AAG ACC TTA TTC CTC CTA |GCT CTC CTT GCT CTT

GTA GCG AGC ACA ACC TTC GCG CAA TAC TCA GAA GTT GGC GGC TGG TAC AAT
GAA GTT GGC GGA GGA GGT GGT TCT CAA CAA TGT CCG CAG GAG CGG CCG AAG
CTA AGC TCT TGC AAG GAT TAC GTG ATG GAG CGA TGT TTC ACA ATG AAG GAT

Gly

TTT CCA GTC ACC TGG CCC ACA AAA TGG TGG AAG GGC GGC TGT GAG CAT GAG
AAG AGC GGC
e

er

GTT CGG GAG AAG TGC TGC AAG CAG CTG AGC CAG ATA GCA CCA CAA TGT CGC
TGT GAT TCT ATC CGG CGA GTG ATC CAA GGC AGG CTC GGT GGC TTC TTG GGC
ATT TGG CGA GGT GAG GTA TTC AAA CAA CTT CAG AGG GCC CAG AGC CTC cCcCC

TCA AAG TGC AAC ATG GGC GCC GAC TGC |AAG TTC CCT AGT GGC TAT TAC TGd

TGATATAGCCTC

TATTCGTGCCAATAAAATGTCACATATCATAGCAAGTGGCAAATAAGAGTGCTGAGTGATGATCTATGAA

TAAAATCACCCTTGTATATTGATCTGTGTTCGAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3’

500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

Figura 1. (A) Secuencia nucleotidica del gen pinb-D1, mostrando el cambio de aminoacido Glicina — Se-
rina (Gly — Ser) resultante de la mutacién de la base guanina (G) a adenina (A) que diferencia a los alelos
asociados a texturas blandas y duras, respectivamente. Con un recuadro se indican las zonas donde hibri-
dan los primers, y en negritas y subrayado las bases que forman el sitio de restriccion de BsrBl (GAGCGG/
CCGCTC) presente en el alelo asociado a textura dura en grano de trigo. (B) Fotografia de electroforesis
en gel de agarosa 2% de productos de PCR amplificados con primers sefialados en figura anterior dige-
ridos con la enzima de restriccion BsrBl. En calles 1, 4 y 6 patron del alelo de pinb-D1 asociado a textura
blanda; en calles 2, 3 y 5, patron del alelo de pinb-D1 asociado a textura dura.
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repetitivo, que difiere entre especies (especie-
especifico). Contrastando con esta situacion,
los genes tienden a ser altamente conservados
a nivel de secuencia de ADN y esta caracte-
ristica permite utilizar los genes como sondas
para identificar secuencias de genes ortélogos
(genes con funciones similares, presentes en
diferentes especies, que derivan de una se-
cuencia ancestral). A partir de esta informacién
(presencia/ausencia de genes ortdlogos) se
construyen los denominados mapas compa-
rativos. En general, al comparar mapas gené-
ticos de dos especies emparentadas, se han
detectado regiones cromosdomicas donde los
genes mantienen el orden y las relaciones de
ligamiento, fendmeno conocido como colineari-
dad o sintenia. Esta sintenia se va perdiendo a
medida que se comparan especies mas aleja-
das filogenéticamente. Ejemplos de genomas
con regiones colineares se han observado en
grupos de especies pertenecientes a la fami-
lia Solanaceae (tomate, papa, pimiento), entre
Arabidopsis sp. y cultivos del género Brassica,
y también dentro de las gramineas entre es-
pecies pertenecientes a la tribu Triticeae (trigo,
cebada, centeno) asi como entre especies per-
tenecientes a distintas subfamilias taxondmi-
cas, tal el caso de arroz, maiz y sorgo.

La utilidad de los mapas comparativos pue-
de apreciarse desde distintos puntos de vista.
Por un lado, aportan informacion valiosa para
detectar cambios producidos en la estructura
cromosémica, que ocurrieron durante el pro-
ceso evolutivo, ya que cuando se comparan la
posicién y el numero de /oci entre los mapas de
dos especies se hace evidente la ocurrencia de
rearreglos como inversiones, translocaciones
y duplicaciones. En otros casos se ha podido
detectar la ocurrencia de eventos de poliploi-
dizacion muy antiguos. Por ejemplo, el maiz
presenta un comportamiento meiotico que co-
rresponde al de una especie diploide tipica. Sin
embargo, el mapa molecular muestra que nu-
merosos loci RFLP de arroz estan presentes
dos veces en el genoma de maiz por lo que
actualmente se considera que el maiz descien-
de de un poliploide ancestral.

Por otro lado, los mapas comparativos posi-
bilitan la transferencia de informacién molecu-
lar de especies modelo con genomas simples,

completamente secuenciados, tales como Ara-
bidopsis y arroz (Arabidopsis Genome Initiati-
ve, 2000; International Rice Genome Sequen-
cing Project, 2005), a especies con genomas
mas complejos tales como trigo, cebada, ave-
na, etc. Este ha sido tal vez el objetivo principal
para impulsar el desarrollo de estos mapas.
Las notables similitudes observadas entre ge-
nomas fue la base sobre la que se postulo el
uso de especies modelo, a partir de las cua-
les estudiar y avanzar en el conocimiento de
genomas mas complejos. Asimismo, partiendo
del supuesto de que los genes que gobiernan
aspectos fundamentales de la biologia vegetal
muy probablemente estan conservados entre
distintas especies, y el hecho que la variacion
en el tamano de los genomas de especies re-
lacionadas se debe fundamentalmente a varia-
cion en la cantidad de ADN no codificante y no
a una variacion en el numero de genes, la idea
de llegar a la identificacion, clonado y caracteri-
zacion de genes en las especies modelo se ha
visto fortalecida. De este modo la informacién
generada podria hacerse extensiva a una am-
plia gama de especies, incluyendo las cultiva-
das. En este sentido, la informaciéon molecular
proveniente de los genomas de Arabidopsis y
arroz ha sido clave para clonar genes de inte-
rés agronémico en especies de genomas com-
plejos como el trigo, como por ejemplo, Virn-1,
V-2, Q, Ph1, Ppd-D1, Lr10, etc.

Clonado posicional

El clonado posicional consiste en el aisla-
miento de un gen responsable de un carac-
ter particular a partir del conocimiento de su
localizacion en el genoma. El proceso utiliza
informacion genética (modo de herencia del
caracter y ubicacion del gen/es en una region
especifica de un mapa), molecular (secuencia
nucleotidica de aquellos genes presentes en la
regiébn cromosdmica asociada con el caracter),
y de funcién o expresién de los genes.

El primer paso para lograr esto es seleccio-
nar parentales que sean contrastantes para
el caracter vinculado al gen en cuestién, por
ejemplo, una variedad de trigo susceptible y
otra resistente a la roya de la hoja. Una vez
seleccionados los parentales se desarrolla una
poblacion segregante, la mas sencilla es una
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F2, a partir de la cual se construye un mapa
genético utilizando marcadores moleculares,
y sobre este marco se identifican las regiones
cromosémicas asociadas al control de dicha
resistencia.

Una vez identificada dicha regién, para
avanzar hacia el clonado posicional, es nece-
sario mejorar el grado de resolucion del mapa
en esa zona. Esto se logra saturando dicha
region con nuevos marcadores moleculares e
incrementando el nimero de individuos de la
poblacién, a fin aumentar las posibilidades de
encontrar recombinantes entre marcadores es-
trechamente ligados. El objetivo es reducir el
intervalo del genoma analizado al fragmento
minimo posible que contenga al gen de interés.
Muchos de estos marcadores pueden obtener-
se del mapeo comparativo en regiones cromo-
sémicas ortélogas de especies emparentadas
con genomas menos complejos. En el caso de
trigo, serian arroz, cebada, sorgo, Triticum mo-
nococcum, Triticum tauschii, etc.

Una vez reducido al minimo el intervalo de
genoma portador del gen de interés, el paso
siguiente es obtener la secuencia nucleotidica
del mismo. Una forma de hacerlo es mediante
una caminata cromosomica, para lo cual es ne-
cesario contar con un mapa fisico (secuencia
nucleotidica) de la region. Para el ejemplo que
estamos considerando, la caminata se inicia
seleccionando de una "biblioteca" del genoma
de trigo (BAC library) aquellos clones (tomos)
que hibriden con los marcadores que flan-
quean al intervalo portador del gen. Los clones
seleccionados en la hibridacion contra la bi-
blioteca son digeridos con enzimas de restric-
cién para identificar en cada caso fragmentos
compartidos y no compartidos. Se estima que
los clones seleccionados con un mismo mar-
cador deben tener en comun al menos un frag-
mento de digestion (el fragmento que posee la
secuencia del marcador). Los fragmentos no
compartidos corresponden a los extremos de
estos clones parcialmente solapados entre si.
Estos extremos se utilizan como nuevos mar-
cadores para extender la caminata cromoso-
mica hacia el gen, reiniciando la busqueda de
clones en la biblioteca genémica. Este proceso
se hace simultaneamente en ambos sentidos,
hasta lograr que el mapa fisico (secuencia nu-

cleotidica) que se ha iniciado desde cada mar-
cador flanqueante forme un continuo o "contig"
de fragmentos de ADN gendmico de trigo. Este
contig contiene la secuencia del gen en estu-
dio. El paso siguiente consiste en la secuen-
ciacion del contig. A partir de esta informacion,
y por analisis de secuencia con herramientas
bioinformaticas, se determinan los genes pre-
sentes y aquellos posibles candidatos del ca-
racter en estudio. La prueba definitiva para es-
tablecer el hallazgo del gen en cuestion es la
prueba de complementacion. Esto consiste en
transformar una planta que carece del carac-
ter en estudio (siguiendo con el ejemplo, una
variedad de trigo susceptible) con cada uno de
los genes candidatos y determinar cual de ellos
le confiere el caracter (en este caso resistencia
al patdégeno).

A partir de la secuenciacion completa del ge-
noma de arroz es posible obtener una primera
estimacion de los genes presentes en nuestro
contig, con algunas salvedades, como son la
presencia de genes especificos de arroz (que
no estaran en el contig de trigo) y trigo (que
no estaran en el genoma de arroz), ruptura de
la colinearidad de genes entre genomas por
rearreglos cromosomicos, etc. Como ejemplo,
en el clonado posicional del gen V-1 en Triti-
cum monococcum se utilizé una poblacién de
3095 individuos F2, para llegar a delimitar un
intervalo de 0,04 cM en el cromosoma 5A™ que
contenia dos genes candidatos. Posteriormen-
te, mediante estudios de expresion de estos
genes se observo que solo uno de ellos (Ap-
1) presentaba un patrén de expresion idéntico
al gen Vrn-1. Para llegar a esto se trabajo con
marcadores provenientes de las bibliotecas de
los genomas de cebada, sorgo, arroz y Triticum
monococcum (figura 2).

Distribucion de la variabilidad genética

en poblaciones naturales y conservacion

Las especies estan constituidas por unidades
o demos mas o menos aislados denominados
poblaciones. Una especie vegetal raramente
se extiende en forma continua e ininterrumpida.
En general adopta una distribucion en parches.
El nimero de individuos en cada poblacion, el
modo reproductivo (autogamia-alogamia), las
distancias inter-demos, el tipo de polinizacién
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Figura 2. A. Mapa genético de la regién gendmica del cromosoma 5A de T. monococcum que incluye el
gen Vrn-1. Las distancias genéticas estan en cM. B-D Mapas fisicos de la region colinear a Vrn-1 en los
genomas de arroz, sorgo y T. monococcum. B, BACs de arroz; C BAC de sorgo, D contig de BACs de T.
monococcum. En circulos de distintos tonos de gris se indican genes conservados entre genomas. AGLG1
y AP1 son genes completamente ligados a Vrn-1. Figura adaptada de L. Yan et al. (2003). Positional clo-

ning of wheat vernalization gene VRN1. PNAS 100: 6263-6268.

(gravedad-anemofila-entomdfila), la accion del
hombre en la fragmentacion del habitat y el ori-
gen (especies nativas-especies introducidas)
determinan en conjunto una distribucién de la
variacién genética propia de cada especie.

Los programas de conservacion utilizan a
menudo informacion acerca de la distribucion
de la variacién genética para establecer prio-
ridades y estrategias de manejo. Las variacio-
nes dentro y entre poblaciones colaboran en
la definicién de las unidades a conservar y se
convierten en elementos importantes para la
toma de decisiones relacionadas con la protec-
cion de la biodiversidad. Es deseable que las
poblaciones seleccionadas para formar parte
de las areas protegidas, contengan la mayor
diversidad genética posible de modo de asegu-
rar el mayor potencial evolutivo.

A partir de marcadores codominantes como
las isoenzimas y microsatélites, pueden obte-

nerse parametros de diversidad: P, nimero de
loci polimdrficos/numero total de /oci analiza-
dos; A, numero promedio de alelos por locus;
Ho, heterocigocidad observada; y He, hetero-
cigocidad esperada (1- Zp?, p;: frecuencia alé-
lica del alelo i). Dado que los genotipos homo
y heterocigotos pueden ser reconocidos, es
posible probar si la poblacidon se encuentra en
equilibrio de Hardy Weinberg. Con los datos de
frecuencias alélicas disponibles se calculan in-
dices tales como Nei, Rogers, o Prevosti y se
construyen matrices de distancia genética (D),
a partir de las cuales es posible realizar anali-
sis de agrupamientos que permiten visualizar
las semejanzas o diferencias genéticas entre
poblaciones.

En el caso de marcadores dominantes como
los RAPD (Random Amplification of Polymor-
phic DNA) o AFLP (Amplified Fragment Leng-
th Polymorphism) el genotipo heterocigoto no
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puede ser reconocido y se asume para una
especie diploide que cada banda corresponde
a un locus con dos alelos, Ay a. El homoci-
goto dominante (AA) y el heterocigoto (Aa)
corresponden a la presencia de la banda y la
ausencia corresponde al homocigoto recesivo
(aa). Los parametros de diversidad pueden ser
estimados: P de la misma manera que para
marcadores codominantes; A es dos, por de-
finicion; solo es posible calcular He a partir de
las frecuencias alélicas estimadas, asumiendo
equilibrio. Entonces ¢ =-/g°> donde q es la
frecuencia del alelo a y g? la frecuencia de in-
dividuos con ausencia de banda; luego p = 1
—q siendo p la frecuencia del alelo A. Con es-
tos datos, para calcular la He se procede de la
misma manera que para marcadores codomi-
nantes.

El estudio de variabilidad con marcadores
dominantes no permite determinar si una po-
blacién esta o no en equilibrio de Hardy Wein-
berg. Las diferencias genéticas entre pobla-
ciones pueden igualmente ser estimadas con
métodos que no utilizan frecuencias alélicas y
que por lo tanto no asumen equilibrio. Uno de
estos métodos se basa en el célculo de dis-
tancias binarias entre pares de individuos, que

consideran la proporcion de bandas comparti-
das. El paso siguiente comprende un analisis
de la varianza molecular (AMOVA) que permite
particionar esta varianza en sus componentes
dentro y entre poblaciones a diferentes nive-
les. El programa GenAlEx disponible en http://
www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/, permite rea-
lizar AMOVA y otros analisis de variabilidad,
distancia genética y correlaciones a partir de
datos moleculares. Posee un soélido soporte
tedrico, es de acceso libre y de facil manejo
dado que se agrega a la barra de herramientas
Office Excel.

El siguiente es un ejemplo simplificado de
uso de este programa.

Paso 1) Confeccién de la tabla de datos en
formato para GenAlEx conteniendo registro de
marcadores RAPD de dos poblaciones vege-
tales.

- Numero de loci RAPD: 11 (A1)

- Numero de individuos totales: 10 (B1)

- Numero de poblaciones: 2 (C1)

- Numero de individuos de la poblacion A: 5

(D1)

- Numero de individuos de la poblacion B: 5

(E1)

A B C D E F G H [ J K L M N
1 11 10 2 5 5
2
3 ind | pob |P2240|P2260| P2 330| P2 400| P2 440| P6 520 | P6 550| P6 590| P6 650| P6 660 P6 800
4 1 A 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1
5 2 A 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
6 3 A 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
7 4 A 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1
8 5 A 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
9 6 B 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0
10 7 B 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1
11 8 B 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0
12 9 B 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1
13 10 B 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1
14
Paso 2) Calculo de las distancias binarias entre individuos.
GenAlEx = Distance = Genetic (binary) = OK
A B C D E F G H T J K T
1 1 10 2 5 5 7 10
2 Hoja1 Binary DiPop1  {Pop2
3 1 2 3 5 6 I 8 9 10
4 0 1
5 3 0 2
6 3 2 0 3
7 2 7 3 0 Z
8 3 2 0 3 0 5
9 5 4 6 5 6 0 6
10 5 2 ! 3 Z 2 0 7
1 4 1 3 2 3 3 3 0 8
12 2 1 3 2 3 3 3 2 0 9
13 5 2 7 3 Z 2 0 3 3 0 10
T2
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Paso 3) A partir de la matriz de distancia se realiza el analisis de varianza molecular

GenAlEx = AMOVA (tri or square distance matrix; 999 permutations) = OK
Summary AMOVA Table
Percentages of Molecular Variance ;;;;(:e_ ________ ;f_"_é; ______ l\_lI_S _____ é;t_ _V_a_r _______ n; o_"

—.Among Pops Among Pops
N 3% Within Pops
| Total

Within Pops
67%

Del analisis se concluye que la diferenciacion
molecular entre las poblaciones representa un
33 % de la varianza total, y que esa diferencia
es significativa (p= 0,02).

La diversidad genética cuantificada por
marcadores moleculares puede mostrar, por
ejemplo, que en una especie nativa de interés
forestal todas las poblaciones presentan altos
niveles de variabilidad genética y son bastante
similares entre si. En este caso, la decision de
cuales poblaciones formaran parte del progra-
ma de conservacion podria basarse en consi-
deraciones exclusivamente practicas ya que
las poblaciones son genéticamente equivalen-
tes. Por el contrario, una especie compuesta
de poblaciones con niveles bajos de variabi-
lidad en cada unidad pero con alto grado de
diferenciacion entre poblaciones, requerira que
los esfuerzos de proteccion sean dirigidos ha-
cia tantas poblaciones como sea posible, ya
que cada una de ellas posee una identidad
genética diferente. Poblaciones de especies
endémicas, con niveles de diversidad genética
extremadamente bajos y un reducido nimero
de individuos, son normalmente ingresadas a
la categoria de especies en peligro de extin-
cion.

En este punto, es importante recordar que
los marcadores moleculares representan va-
riacién genética esencialmente neutra, es decir
se encuentran sometidos a la accion de fuer-
zas evolutivas no selectivas tales como deriva
o flujo génico. Las decisiones finales de un pro-
grama de conservacion deberian por lo tanto
combinar los datos obtenidos a partir de mar-
cadores moleculares junto con la evaluacién
de ciertos rasgos morfoldgicos, fisioldgicos o
reproductivos, que son criticos en el proceso
de adaptacion y supervivencia de las poblacio-
nes en su habitat.

P (rand >= data)
0,020

Las malezas de mayor impacto en la agricul-
tura mundial son en general especies introdu-
cidas. En el nuevo territorio, libre de presiones
selectivas tales como especies competidoras
0 patégenos caracteristicos del ecosistema de
origen, la especie introducida es capaz de es-
tablecerse y colonizar todos los territorios que
reunan determinadas condiciones ambienta-
les. La caracterizacion genética de las pobla-
ciones de malezas puede aportar informacion
de utilidad en los programas de control. Me-
diante marcadores moleculares puede esta-
blecerse si las poblaciones actuales provienen
de un solo evento de introduccién, con unos
pocos individuos iniciales o por el contrario,
ocurrieron multiples eventos de introduccion.
Ademas, determinados marcadores informati-
vos pueden establecer con bastante precision
cual es el lugar de origen de las poblaciones in-
troducidas, y en este caso rastrear “enemigos
naturales” que pudieran ser utiles en el control
biolégico de la especie invasora.

El tipo de reproduccion de una especie ve-
getal determina en gran parte la distribucion
de variabilidad genética entre poblaciones. Los
mecanismos reproductivos pueden clasificarse
en los tres tipos basicos: alogamia, autofecun-
dacion y apomixis. En realidad, existen combi-
naciones de estos tipos basicos, con porcen-
tajes variables de cada uno de ellos segun las
especies y aun dentro de las poblaciones, con
formas obligadas o facultativas. El estudio de
marcadores moleculares en diferentes plantas
de una poblacion y su progenie ha contribuido
a determinar el tipo de reproduccion de nume-
rosas especies vegetales

Estimacién del flujo génico
El flujo génico entre poblaciones vegetales
ocurre mediante el movimiento de polen o de

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il 321



semillas. La morfologia de semilla y polen, los
mecanismos de dispersion, el tipo de poliniza-
cion, etc., hacen que la contribucién de estas
dos vias al flujo total varie de acuerdo a la es-
pecie. Los marcadores moleculares permiten
cuantificar cada uno de estos procesos. Si el
flujo génico se produce basicamente a través
de polen, los marcadores de ADN de organe-
las, como por ejemplo cloroplastos, no seran
transferidos de una poblacion a otra porque
este tipo de informacion es sélo heredada via
materna. En contraste, si el flujo génico se rea-
liza principalmente a través de semillas, tanto
los marcadores de herencia materna como los
de herencia biparental o nuclear, seran trans-
mitidos entre poblaciones. Mediante el uso
de marcadores altamente polimérficos como
los microsatélites es posible determinar cual
ha sido la planta donadora del polen de cada
semilla de una planta madre, por ejemplo en
especies arboreas. En este caso, por un lado
se obtiene informacion acerca de la distancia
de transporte de polen y ademas constituye un
test de “paternidad”.

La estimacion del flujo génico ha cobrado
especial relevancia en los estudios tendien-
tes a evaluar el efecto sobre el ambiente de
los materiales genéticamente modificados. De
esta manera, es factible analizar la posibilidad
de que poblaciones silvestres cercanas a las
formas cultivadas, adquieran el transgén me-
diante fecundacién cruzada, generando cam-
bios en la dinamica poblacional, competitividad
o relacion con otros miembros de la comuni-
dad bidtica tales como polinizadores, patdge-
nos, etc. Esta potencial transferencia de genes
se torna preocupante cuando se trata de flu-
jo génico hacia poblaciones silvestres catalo-
gadas como malezas. En este escenario, los
marcadores moleculares de ADN o isoenzimas
constituyen herramientas muy utiles. Los indi-
viduos de una determinada poblacion pueden
ser analizados y comparados con su progenie,
producto de una polinizacién libre. Los alelos
que no estaban presentes en la poblaciéon ma-
terna son atribuidos al ingreso externo de polen
del cultivo. Evaluando poblaciones a distancias
crecientes desde una determinada fuente de
polen, el flujo génico puede ser cuantificado, y
cuando esta informacion se complementa con
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datos de compatibilidad sexual, polinizadores
y clima se arriba a una serie de conclusiones
que pueden aplicarse al cultivo en gran escala
de variedades transgénicas.

Se trate de variedades transgénicas o no, los
procesos de hibridacion de formas cultivadas
y silvestres, alteran los niveles de diversidad
genética de las poblaciones naturales, produ-
ciendo una erosion de los recursos genéticos
vegetales, con potencial aplicacion en mejora.
Nuevamente la estimacion del flujo génico y la
determinacion de la variabilidad genética me-
diante marcadores pueden contribuir a atenuar
los procesos de "homogenizacion" genética y
dar tiempo a la evaluacion de las poblaciones
naturales en cuanto a rasgos como resistencia
a enfermedades o parametros de calidad.

Filogenia

La filogenia intenta reconstruir las relaciones
jerarquicas de descendencia entre especies o
grupos de especies y utiliza esta informacion
como criterio de clasificacion bioldgica. El co-
nocimiento de la filogenia y diversidad genéti-
ca de los recursos silvestres permite optimizar
los procesos de hibridacién con los materiales
cultivados. Cultivos importantes como trigo, gi-
rasol, tomate, poroto, o arroz cuentan con nu-
merosas especies 0 géneros silvestres relacio-
nados, con potencial uso en el mejoramiento
genético mediante cruzamientos.

Los marcadores moleculares han aportado
nuevas formas de analisis para la resolucién
de incognitas filogenéticas o taxondmicas. Los
marcadores RFLP son particularmente Uutiles
dado que estan basados en reacciones de hi-
bridizacion, lo que garantiza la homologia de
los segmentos que se comparan entre los di-
ferentes taxa. RAPDs no requiere un conoci-
miento previo del genoma en estudio y puede
ser aplicado a diferentes especies pero la in-
terpretaciéon de los datos parte de asumir que
los productos de amplificacion de igual tamafo
son homélogos.

Uno de los métodos de andlisis filogenéti-
co a partir de marcadores, consiste en calcu-
lar un indice de distancia genética en base al
numero de bandas en comun, y luego realizar
un analisis de agrupamiento (UPGMA) o arbol
filogenético (Neighbour Joining), que refleje las
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relaciones entre los faxa. Establecer cual es el
arbol correcto entre todos los posibles es una
tarea dificil que en parte es resuelta median-
te el uso de métodos estadisticos, como téc-
nicas de re-muestreo, que generan indices de
consistencia o confiabilidad para cada arbol.
Las relaciones establecidas de este modo se
cotejan luego en relacion a las vias filogenéti-
cas propuestas a partir de datos citogenéticos,
morfoldgicos, ecoldgicos, cruzamientos, etc.

Por otro lado, la comparacién de mapas mo-
leculares entre especies ha permitido conocer
el tipo de reorganizacion gendmica que ha
operado durante el proceso de especiacion.
Cuando se compara el orden de los marcado-
res moleculares del girasol, Helianthus annuus,
y especies relacionadas como H. petiolaris o H.
argophyllus se observa que estas especies po-
seen zonas colineares y zonas no colineares,
originadas estas ultimas en cambios estruc-
turales. Cuando se incluy6 en el mapeo com-
parativo a H. anomalus se pudo inferir que: i)
esta especie ha surgido por hibridacién entre
H. annuus y H. petiolaris; ii) conserva el nu-
mero cromosomico de las especies parentales
(especiacién homoploide); iii) cambios en la
estructura cromosomica han sido un mecanis-
mo importante en la evolucién de las especies
anuales de Helianthus .

Mediante marcadores es posible elucidar las
especies parentales ancestrales de una espe-
cie alopoliploide, como el tabaco o el algodén.
Basta con examinar las variantes moleculares
de las especies candidatas diploides y compa-
rarlas con las de la especie poliploide derivada.
El modo en que segrega un marcador codomi-
nante en una progenie interespecifica, permite
inferir el comportamiento disomico o polisémi-
co, lo que permite caracterizar una especie en
cuanto a su origen alo- o autopoliploide, res-
pectivamente.

En la evolucion del género Citrus ha operado
la hibridacion natural a través de reproduccion
sexual pero también estan presentes mecanis-
mos apomicticos que constituyen barreras al
intercambio de genes. La taxonomia de este
grupo resulta particularmente compleja ya que
no puede ser aplicado el concepto bioldgico
de especie. Marcadores de ADN han permitido
esclarecer las relaciones de este polimorfico

grupo que incluye naranjas, limones, limas vy
mandarinas.

Los estudios moleculares mas recientes han
colocado al tomate, previamente denominado
Lycopersicon esculentum, dentro del género
Solanum, cambiando su denominacion por So-
lanum lycopersicon. Los estudios sobre ADN
de cloroplasto y la similitud de los mapas de
ligamiento constituyen evidencias de que el to-
mate y la papa comparten un antecesor comun
muy reciente. Esta informacién resulta de gran
aplicacion en el mejoramiento de estos cultivos
asi como en la comprension de la evolucion de
los genomas.

En los ultimos afios, ha tomado gran im-
portancia la filogenia basada en datos de se-
cuencias de ADN, en la que cada base de un
grupo de secuencias alineadas, constituye un
caracter a comparar. La velocidad de cambio
del ADN a lo largo del proceso evolutivo difie-
re en las distintas porciones de un genoma,
encontrandose algunas secuencias altamente
conservadas y otras con elevadas tasas de
sustitucion. Si los taxones a comparar han di-
vergido recientemente, sera conveniente utili-
zar secuencias altamente variables, que hayan
experimentado suficientes cambios en cortos
periodos de evolucion. Por el contrario, si las
especies a comparar llevan mayores tiempos
de divergencia (especies poco relacionadas)
deben utilizarse secuencias mas estables, con
menores tasas de sustitucion. Por otro lado, la
existencia de genomas nucleares, mitocondria-
les y plastidicos que evolucionan a tasas espe-
cificas, representan herramientas adicionales
para estudiar las relaciones filogenéticas entre
especies con distintos grados de parentesco.
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Ill. CAPITULO 3

Marcadores moleculares y
mejoramiento genético de
cultivos

Carlos Sala; Mariano Bulos; Analia Fresco;
Emiliano Altieri

Introduccién

El mejoramiento genético es un conjunto de
principios cientificos, métodos, técnicas y es-
trategias aplicadas a la obtencién de genotipos
0 grupos de genotipos con caracteristicas de-
seables segun objetivos previamente defini-
dos. El proceso fundamental que subyace en
el mejoramiento es el de cambio adaptativo por
sustitucion alélica bajo seleccion. La mutacion,
la hibridacion interespecifica y la transgénesis
pueden aportar nuevos caracteres a la diver-
sidad de un cultivo, no obstante el proceso
fundamental, luego que tales caracteres son
incorporados al germoplasma, no se modifica.

El mejoramiento genético es un proceso ci-
clico. En cada ciclo, se evaltuan todos los in-
dividuos de una poblacién determinada. Como
resultado de esta evaluacion, se seleccionan
los individuos deseables y los restantes son
descartados. Finalmente, los individuos selec-
tos se cruzan entre si (se recombinan) para dar
origen a una nueva generacion en que se reini-
cia un nuevo ciclo.

Un excelente medio para organizar una dis-
cusioén en torno a cdmo maximizar el progreso
genético y distribuir eficientemente los recursos
dentro de un programa de mejoramiento es la
ecuacion de ganancia genética por seleccion:

Gy= ko?

A
y O,

Esencialmente, esta ecuacion indica que el
progreso genético de cualquier programa de
mejora (Gy) es directamente proporcional a la
variabilidad heredable (0?,) disponible y a la
intensidad de seleccién que se aplique (k). La
variabilidad genética disponible refleja el grado
de diversidad de los materiales genéticos que
posee el programa de mejora. En el extremo,

un programa que carece de variabilidad (0%, —
0) no tendra posibilidad de generar nuevos ge-
notipos por recombinacién y seleccién por lo
que su progreso genético se vera severamente
disminuido (Gy — 0). Por otra parte, el progre-
SO por seleccion es inversamente proporcional
al numero de afios que se tarda en completar
un ciclo de seleccion (y) y al desvio fenotipico
(0,). El desvio fenotipico refleja basicamente
el grado de interaccién entre el genotipo y el
ambiente para expresar un dado fenotipo. En
otras palabras, es una medida de la correlacion
existente entre genotipo y fenotipo.
Consideremos un determinado caracter (por
ejemplo, la resistencia a una enfermedad) el
cual esta gobernado por un solo gen con dos
alelos, el alelo de resistencia es incompleta-
mente dominante, el patégeno esta siempre
presente y las condiciones ambientales para
que se produzca la infeccion son siempre fa-
vorables. Por lo tanto, si se observa una planta
sin sintomas puede concluirse que la misma
es homocigota para el alelo de resistencia. En
forma similar, si se observa una planta muy
afectada por la enfermedad se concluira que
la planta es homocigota para el alelo que con-
fiere susceptibilidad, y todas las plantas que
muestren fenotipos intermedios podrian consi-
derarse heterocigotas. En este caso ideal, el
fenotipo estaria indicando exactamente cual
es el genotipo de cada individuo, la correlacion
entre fenotipo y genotipo tenderia a 1 y el des-
vio fenotipico tenderia a cero. Bajo esas condi-
ciones el progreso genético por eleccion seria
maximo. Lamentablemente, en la practica este
tipo de ejemplo jamas ocurre. Los caracteres
de importancia econémica no siempre estan
gobernados por un Unico gen, sino por varios,
y las relaciones de dominancia y de epistasis
(interaccion entre genes) suelen ser bastante
complicadas. Asimismo, el patdgeno puede o
no estar presente, y el ambiente puede o no
ser favorable para el desarrollo de la enferme-
dad. Por todas esas razones, la asociacion en-
tre fenotipo y genotipo es en general escasa,
lo que hace que al evaluar individuos a través
de su fenotipo no se esté seleccionando el ge-
notipo adecuado y la recombinacion incluira
muchas cruzas entre individuos que no portan
el/los gen/es deseados. El resultado es que el
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incremento de los alelos favorables dentro de
la poblacion se hace a tasas mas lentas y, por
ende, el progreso genético es mucho menor.

La tecnologia de marcadores moleculares se
puede aplicar para optimizar o hacer mas efi-
ciente todos y cada uno de los factores deter-
minantes de la ganancia genética o del progre-
so genético por seleccion. Asi, los marcadores
moleculares pueden utilizarse para:

Organizar, mantener e incrementar la diver-
sidad genética. De este modo se vera incre-
mentado el numerador de la ecuacién vy, por
ende, el progreso genético.

Disminuir la interaccion genotipo/ambiente.
Si en lugar de seleccionar por el fenotipo se
seleccionara por el genotipo de cada individuo,
tenderia a disminuir drasticamente el denomi-
nador de la ecuacién de ganancia genética,
con el consiguiente incremento del progreso
por seleccion. Este tipo de selecciéon se deno-
mina “seleccion asistida por marcadores mo-
leculares” o, simplemente, “seleccion asistida”.

Disminuir el tiempo requerido para comple-
tar los ciclos de seleccion. Si para incorporar
un caracter dentro del germoplasma del cultivo
se tarda usualmente 6 a 7 generaciones, los
marcadores moleculares permiten acortar esos
plazos a 3 generaciones, por lo que el progreso
genético se vera incrementado. Adicionalmen-
te, los marcadores permiten la introgresion de
tales caracteres con un minimo de incorpora-
cién de genes provenientes del individuo da-
dor, garantizando de ese modo, que no se re-
duzcan las medias poblacionales para aquellos
caracteres que no estan relacionados con el
gen introducido. Este tipo de método de incor-
poracion de variabilidad al germoplasma se de-
nomina “retrocruzas asistidas por marcadores
moleculares” o, simplemente, “conversiones”.

Alo largo de este capitulo se analizaran con
mayor detalle los modos de implementacion
de los marcadores moleculares en todas estas
areas lo que, en ultima instancia, contribuye a
maximizar el progreso genético.

Seleccidn asistida por marcadores

moleculares

La aplicacion de marcadores moleculares
en el mejoramiento de cultivos fue inicialmen-
te propuesta al comienzo de la década de
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1980 cuando se utilizaron algunos marcadores
isoenzimaticos para acelerar la introgresién de
caracteres monogénicos desde el germoplas-
ma exotico hacia trasfondos cultivados. Pocos
afnos después, Beckmann & Soller (1986) des-
cribieron el uso de marcadores RFLPs (Res-
triction Fragment Length Polymorphism) en
el mejoramiento de cultivos, incluyendo los
aspectos tedricos relacionados con las retro-
cruzas asistidas por marcadores para el me-
joramiento de caracteres cualitativos. Lande &
Thompson (1990) fueron los primeros en con-
siderar los aspectos teoricos de la seleccion
asistida por marcadores (MAS, por su acroéni-
mo inglés) para los caracteres cuantitativos, y
catalizaron una serie de publicaciones de estu-
dios de simulacion en la década del 90. Mas re-
cientemente, se han publicado resultados de la
aplicacion de MAS en programas de mejora y
algunas consideraciones tedricas adicionales,
incluyendo la optimizacion de los sistemas de
retrocruzas asistidas por marcadores (MABC,
por su acrénimo inglés); y las estrategias para
la piramidizacién o apilamiento de alelos favo-
rables en esquemas de seleccién recurrente.
Todos estos estudios han contribuido a nues-
tro entendimiento de muchos aspectos basicos
a tener en cuenta al implementar MAS, tales
como el tipo de poblaciones, el tamano de la
muestra, el tamafo gendmico, y el numero de
marcadores. Asimismo, hay varias revisiones
que comparan el uso de distintos tipos de mar-
cadores en mejoramiento.

La figural muestra los pasos para realizar
seleccion utilizando marcadores moleculares
microsatélites (si bien, cualquier otro tipo de
marcador podria ser usado). Basicamente, de
cada planta a evaluar se extrae su ADN, se
amplifica el marcador que esté asociado al gen
de interés utilizando la técnica de PCR (Poly-
merase Chain Reaction), y el producto de am-
plificacién se somete a una corrida electroforé-
tica en geles para su observacion. Se muestra
un ejemplo de seleccion asistida para desarro-
llar resistencia a una enfermedad denominada
“Mancha ojo de rana” producida por Cercospo-
ra sojina en soja. En el gel que se muestra a la
derecha del esquema pueden observarse los
fragmentos de ADN obtenidos para un proge-
nitor resistente (R), un individuo susceptible (S)
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Figura 1. Etapas de la seleccion asistida por mar-
cadores moleculares. Los individuos a evaluar son
muestreados y el material foliar es acondicionado
de acuerdo al método que se utilice para la extrac-
cion del ADN. ElI ADN obtenido es utilizado como
molde para realizar el proceso de amplificacién por
PCR del marcador elegido. Los fragmentos obte-
nidos para cada individuo son resueltos mediante
electroforesis. Los resultados son leidos e interpre-
tados para decidir la seleccién de los individuos que
presenten el alelo de interés. Actualmente, una o
mas etapas de este proceso pueden ser automa-
tizadas.

y varios descendientes de la primera retrocuza
con el padre resistente. Tales descendientes
muestran el fragmento que indica la presencia
del gen de resistencia, o bien, ambos fragmen-
tos, lo que indica que son heterocigoéticos para
el gen de resistencia.

Existen algunos aspectos importantes que
deben considerarse para la implementacién
de la seleccion asistida por un caracter en
un programa de mejora. Ellos son: a) el tipo
de marcador elegido; b) la distancia genética
entre el marcador y el gen de interés; c) la/s
fuente/s posible/s para el caracter o gen de in-
terés. Respecto del primer punto, cuando se
practica seleccion asistida por marcadores es
necesario evaluar cientos o miles de plantas en
forma eficiente y ello determina la eleccién de
los mismos. Cierto tipo de marcadores (como
por ejemplo aquellos basados en la hibridacion
del ADN, como los RFLPs) no se adaptan bien

a este fin dado que son técnicamente mas la-
boriosos. En general, los marcadores basados
en PCR son los mas indicados para este tipo
de aplicacion. Por esta razén, en muchas opor-
tunidades se convierten marcadores RFLPs en
marcadores basados en PCR. Dentro de los
marcadores basados en PCR, los marcadores
multipunto (como los AFLPs —Amplified Frag-
ment Length Polymorphism-, RAPDs —Ramdon
Amplification of Polymorphic DNA- o ISSRs
—Inter Simple Sequence Repeats-) presentan
dos dificultades: son en general dominantes y
no es eficiente amplificar y leer multiples frag-
mentos para detectar sélo el que nos interesa.
Esta ultima dificultad se resuelve disefiando
marcadores SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region) a partir del fragmento po-
limoérfico que esta asociado al gen o caracter
de interés. De este modo, la amplificacién del
ADN con cebadores especificos produce patro-
nes simples y de facil lectura. Sin embargo, los
SCARs son en general dominantes, lo que in-
volucra una dificultad adicional. Si el marcador
es codominante, como el que se muestra en
el ejemplo de la figura1, se puede determinar
inmediatamente si cada individuo resistente es
homocigoético o heterocigoético para el gen en
cuestion. Si, en cambio, el marcador fuese do-
minante, Uunicamente se podrian distinguir los
individuos portadores del gen de resistencia de
aquellos que no lo presentan. En esos casos,
posteriormente se debera determinar si cada
individuo es 0 no homocigético mediante ana-
lisis de la descendencia de cada planta. Para
solucionar este inconveniente lo que se hace
es disefiar un marcador CAPs (Cleaved Am-
plified Polymorphic Sequence) o bien utilizar
la técnica de PCR en tiempo real. El segundo
punto importante se relaciona con la distancia
genética existente entre el marcador molecu-
lar y el gen de interés. Idealmente, se debe-
rian utilizar marcadores especificos de alelo.
No obstante, en general no es posible disponer
de tales tipos de marcadores. A medida que la
distancia entre el marcador y el gen de inte-
rés se acrecienta, mayor sera la probabilidad
de cometer errores de evaluacion (tomar a un
individuo como positivo cuando en realidad no
lo es). Esta dificultad puede solucionarse de
dos formas basicas. En primer lugar, se debe
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tratar de saturar la region de interés con un ma-
yor nimero de marcadores para hallar uno que
esté mas cercano al gen. Si ello no fuera po-
sible o los nuevos marcadores hallados no se
encuentren suficientemente cercanos al gen de
interés, se puede optar por utilizar dos marca-
dores -uno por “encima” y otro por “debajo” del
gen en cuestion- para reducir la probabilidad de
cometer errores de evaluacion. Finalmente, la
tercera consideracion a realizar es acerca de la
fuente del caracter o gen de interés. Cuando en
un dado cultivo un caracter o un gen tienen un
solo ancestro dador (o0 sea, hay una sola fuente
original), existira un solo tamano de fragmento
para el alelo de interés y uno o varios fragmen-
tos de diferente tamano para los otros alelos.
En consecuencia, los resultados obtenidos de
la poblacién de mapeo del caracter en cuestion
son inmediatamente utilizables o trasladables a
otras poblaciones y lineas. No obstante, lo usual
es que existan diferentes fuentes. Si esto es
asi, primero hay que determinar los tamanos de
fragmento tanto para las diferentes fuentes de
resistencia como para aquellos individuos que
no portan el alelo de interés, ya que en muchas
oportunidades el tamano de fragmento puede
variar entre diferentes fuentes de resistencia.
Asimismo, en otras poblaciones o en otro sector
del germoplasma, un marcador detectado pre-
viamente como polimdérfico en la poblacién de
mapeo original puede ser monomorfico entre
individuos contrastantes para el caracter, lo que
puede inducir a errores de evaluacion.

Justificaciones para el uso de seleccion
asistida por marcadores en mejoramiento
genético.

Las justificaciones para el desarrollo y uso de
MAS en mejoramiento genético pueden agru-
parse en 6 categorias diferentes las cuales son
relevantes para casi todos los cultivos:

Cuando la heredabilidad del caracter que se
esta evaluando es baja (o sea, cuando la expre-
sion de un caracter se halla altamente influida
por el ambiente) ya sea porque la genética del
caracter es compleja, la penetrancia es baja o la
expresividad es variable.

Cuando no hay métodos efectivos, precisos o
rutinarios de seleccion fenotipica o convencio-
nal, o éstos son caros, su determinacion es en-
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gorrosa, o bien depende de ambientes especi-
ficos o estados de desarrollo que influencian la
expresion del fenotipo. Asimismo, para el caso
de resistencia a enfermedades, cuando el pato-
geno esta ausente en el lugar donde se realiza
la seleccién o su frecuencia de aparicién (su in-
cidencia) varia mucho entre afios.

Cuando se necesita un elevado numero de in-
dividuos para evaluar fenotipicamente el carac-
ter en cuestion (ejemplo: calidad panadera en
trigo), los marcadores permiten realizar tal eva-
luacién sobre un solo individuo y en las primeras
generaciones de endocria.

Cuando es necesario apilar o “piramidizar”
varios genes o QTLs que determinan un solo
caracter, como por ejemplo la resistencia a roya
de la hoja o a la fusariosis de la espiga en trigo,
lo que puede ser muy engorroso o virtualmente
imposible si se utilizan métodos fenotipicos so-
lamente.

Cuando se necesita individualizar eficaz-
mente las fuentes de resistencia a patdgenos
existentes en el germoplasma y buscar nuevas
fuentes para complementar las anteriores. Esta
prospeccion de recursos genéticos mediante el
uso de marcadores no estd limitada a las resis-
tencias a patdgenos sino que puede emplearse
para otros caracteres, como por ejemplo la cali-
dad del producto.

Los marcadores moleculares, finalmente, de-
bido a que permiten determinar la genética sub-
yacente detras de un dado fenotipo garantizan
la generacion del mismo en forma recurrente.
En otras palabras, los marcadores permiten re-
obtener las combinaciones de genes o QTLs
cuya interaccion gobierna un determinado fe-
notipo, proceso que -si librado al azar- seria de
una ocurrencia altamente improbable.

En la tabla 1 se ejemplifican algunos de los
caracteres en distintos cultivos cuya seleccion
se realiza por medio de marcadores molecula-
res. Como puede apreciarse, estos caracteres
van desde resistencias a enfermedades hasta
caracteres que estan relacionados con la ca-
lidad del producto, incluyendo caracteres de
herencia simple (por ejemplo, la resistencia a
Cercospora sojina en soja) hasta caracteres de
herencia compleja (por ejemplo, la calidad pa-
nadera en trigo o la resistencia a la virosis cono-
cida como Mal de Rio Cuarto en maiz).

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



Tabla 1. Ejemplos de caracteres para los cuales se realiza seleccién asistida utilizando marcadores mo-
leculares agrupados por rasgo. Los ejemplos fueron escogidos para representar la diversidad de ambitos
donde esta metodologia encuentra aplicacion.

Ref.: 1) Guo et al. (2005) Theor. Appl. Genet. 111, 965-971. 2) Dedryver et al. (1996) Genome 39, 830-
835. 3) Sala et al. (2005) Sol. Pat. Arg. INPI AR038302 4) Pankovic et al. (2008) Plant Breed. 126, 440-
444, 5) Zhu et al. (2006) Crop Sci. 46:1094-1099. 6) Sutka (2001) Euphytica 119, 169-177. 7) Lee et al.
(2004) Theor. Appl. Genet. 109, 1610-1619. 8) Magalhaes et al. (2004) Genetics 167, 1905-1914. 9) Yan
et al. (2003) PNAS 100, 6263-6268. 10) Mohler et al. (2004) Euphytica 138, 33-40. 11) Salvi et al. (2002)
Plant Mol. Biol. 48, 601-613. 12) Ellis et al. (2002) Theor. Appl. Genet. 105, 1038-1042. 13) Ahmad (2000)
Theor. Appl. Genet. 101, 892-896. 14) Distelfeld et al. (2006) New Phytologist 169, 753-763. 15) Lillemo &
Ringlund (2002) Plant Breed. 121, 210-217. 16) Kim et al. (2006) Euphytica 152, 361-366. 17) Bilyeu et al.
(2006) Crop Sci. 46, 1913-1918. 18) Gunnar et al. (2006) Mol. Breed. 17, 241-256. 19) Sala et al. (2008).
Crop Sci. (en prensa). 20) Yang et al. (2007) J. Agric. Food Chem. 55, 14-24. 21) Terry & Harris (2001) Eur.
Food Res. Technol. 213, 425-431.

Tipo de Rasgo | Cultivo Ejemplos Marcador | Ref
Soja Rasislencia a_Namaladﬁ dal SSR 1
Quisie
Fesistencias a , , , .
enfermedades y Trigo |Resistencia a Roya de la hoja] SCAR 2
plagas Maiz | Resislencia a Mal de Rio IV S3R 3
Girascl | Resistencia a Plasmopara CAPS 4
Soja Resistencia a insaclos SSR ]
Trigo Tolerancia a heladas RFLP- B
AFLP
Resistencias a Soja Talerancia a salinidad S5R 7
estrés abidtico Sorgo Tolerancia a aluminio RFLP &
Trigo F'.&quanmll]enlu de fric para RFLP g
orecer
Trigo Requerimiento foloperiddico AFLP- 10
Adaptacién para florecer SCAR
faiz Dias a floracidn AFLP 11
Trigo Enanismo SCAR | 12
Trigo Calidad panadera SCAR 13
. FPorcentaje de profeina en el
Trigo grano SCAR | 14
Calidad del Trlgc. : _Duraza qal _granc- : CAPS 15
producto S0ja Inh|b.|dor de trl.pslna I',L.l"-'.l..lﬂltz] S5R 16
Scja Bajo culljten!du de acido SNP 17
inolanico
Girasol |Allo confenido de Acido oleico]  SCAR 18
Resistencia a Girasol | Resistencia a imidazolinonas |  INDEL 19
herbicidas faiz Raesistancia a glifosato SCAR 20
Soja Resistencia a glifosalo SCAR 21
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Conversiones

Se denomina retrocruza asistida por marca-
dores moleculares o conversion al proceso de
introgresar un caracter controlado por uno o po-
cos genes desde un genotipo dador o donante a
un genotipo recurrente, de modo tal de obtener
el trasfondo genético del recurrente con el ca-
racter deseado.

Los marcadores se utilizan para realizar la se-
leccion por el caracter de interés y, ain mas im-
portante, para seleccionar las plantas de modo
tal de recuperar mas rapidamente el trasfondo
genético del padre recurrente. Para entender
mejor la importancia de este método como asi
también su implementacién, lo mejor es comen-
zar por analizar el método convencional o tradi-
cional de retrocruzas.

El método de mejoramiento por

retrocruzas

El método de retrocruzas es un método muy
antiguo de mejoramiento y consiste en el cruza-
miento repetido de la progenie hibrida derivada
de una cruza con uno de sus parentales. El ob-
jetivo principal es mejorar a una linea, cultivar o

variedad ya existente por

linea pura (el padre recurrente, R) de muy bue-
nas caracteristicas agronémicas, pero deficiente
para un caracter, se cruza con un individuo que
exhibe el caracter en cuestion (individuo dador,
D), y se obtienen descendientes F1. Estas plan-
tas F1 se retrocruzan con el progenitor R. La
progenie obtenida se denomina “retrocruza 1”
(BC1). En esta generacién BC1 se seleccionan
las plantas que muestran el caracter de interés
y se retrocruzan con “R”, obteniéndose la “retro-
cruza 2” (BC2). Se repite de nuevo este proceso
de seleccion por el caracter y retrocruzamiento
con el progenitor “R” hasta llegar a una gene-
raciéon (usualmente la retrocruza 6, BC6) en la
cual se han recuperado todas las caracteristicas
del progenitor R, se seleccionan los individuos
que presenten el caracter de interés y se au-
tofecundan. En la préxima generacion (BC6F2)
se seleccionan aquellas plantas homocigoticas
para los genes que gobiernan el caracter en
cuestion y se autofecundan de nuevo. De este
modo, se ha obtenido la linea R original con el
caracter del dador incorporado. La figura 2.B es
un esquema en el que se puede apreciar lo des-
crito en forma grafica. Se simboliza con una ba-

una o mas caracteristicas
para la cual es deficiente.
Por ejemplo, una variedad 4+
de soja tiene buen rendi-
miento y estabilidad del
rendimiento, pero es sus- X
ceptible a una enfermedad H \
importante de herencia X
simple, mientras que otra o | é
variedad es resistente a tal \ $
enfermedad pero es de- £ £ 4
ficiente en muchos otros 2 &
aspectos. Un objetivo del Bl Ry
mejoramiento podria ser R0 ety
obtener una nueva varie-
dad con las caracteristicas

Mejoramiento por Retrocruzas: Recuperacion del Padre Recurrente
", ............. ; Sratiisionai
it = BC BC2 BCH BC4 BCS BCE
$ %
SRR
;T
rRUx B2 v
: Asistido por Marcadores Moleculares
H BC B2 BC3
\j
=4
iy
Il B '
BCE Mejoramiento por Retrocruzas: Arrastre por Ligamiento
' Tradicional
- F1 BC1 BC2 BC20 BC100
4 } } } ;
‘E. [ R R R R
Linea R ezt el earicter Asistido por Marcad -
del Dader incerperada e i .
} i }
C R R R

deseables de rendimiento
y estabilidad de la primera
y con el/los gen/es de re-
sistencia de la segunda.
El esquema general de
implementacion del mé-
todo de retrocruzas es el
siguiente (figura 2.A). Una

Figura 2. Método de retrocruzas. (A) Esquema del método tradicional
de retrocruzas. (B) Comparacion de los niveles de recuperacion del
trasfondo genético del padre recurrente utilizando el método tradicional
de retrocruzas y el asistido por marcadores. (C) Comparacién de los
niveles de eliminacién del arrastre por ligamiento utilizando retrocruzas
convencionales y asistidas por marcadores. D progenitor donante del
caracter a incorporar, R progenitor recurrente. BC1, BC2, BC6, genera-
ciones sucesivas de retrocruzas hacia el progenitor recurrente.
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rra vertical el genotipo de cada individuo, negro
para el dador y blanco para el recurrente. Como
puede observarse, la F1 tiene una contribucion
de 50% de cada progenitor. En la BC1, la con-
tribucién del dador ha disminuido a un 25%. O
sea, en promedio, la generacién BC1 presenta
el 75% de contribucion genética del recurrente
(la ecuacion que permite calcular la proporcién
del genotipo del padre recurrente recuperado
—RPR- luego de un numero determinado de n
generaciones de retrocruzas es, en ausencia de
seleccion y ligamiento: RPR= (1-0.5 ™")*100).
La generaciéon BC2 a su vez presentara, en
promedio, un 87,5% de contribucion del recu-
rrente. De esta forma, en cada generacién de
retrocruzas la contribucion genética del dador
va decreciendo a la mitad de la generacion pre-
via. De esta forma, al llegar a BC6 la poblacion
de plantas tendra, en promedio, el 99,2% de los
genes del progenitor recurrente y, en la practica,
se considera que cada individuo es igual al re-
currente salvo por el caracter incorporado. Este
método de mejora fue originalmente propuesto
por Harlan y Pope en 1922, pero hasta hace
pocos afos no fue extensivamente utilizado en
los programas de fitomejoramiento. La razon de
esta baja adopcion es bastante simple: la incor-
poracion del caracter (o sea, la recuperacion del
trasfondo genético del progenitor elite R con el
caracter en cuestion suministrado por D) tarda
mas 0 menos 7 generaciones, lo que para cul-
tivos anuales implica 7 afos si no se pueden
cultivar generaciones de contra-estacion. Por
lo tanto, al cabo de 7 anos se obtendra el mis-
mo material genético, pero que expresa un ca-
racter adicional. Como resulta légico, durante
este periodo el trabajo de mejoramiento en el
mismo programa en el que se obtuvo a “R” ha-
bra producido nuevos materiales que superen
ampliamente a ese genotipo. Mas aun, se pue-
den haber obtenido genotipos nuevos que ex-
presen el caracter que se deseaba incorporar
mediante cruzas simples y posterior seleccion.
En resumidas cuentas: la aplicacion del méto-
do convencional de retrocruzas habra obtenido
un genotipo “viejo” con un caracter nuevo o, en
palabras de muchos mejoradores, se habra de-
tenido el progreso genético por 7 generaciones.
Los marcadores moleculares permiten acelerar
este proceso, como se explica a continuacion.

Retrocruzas asistidas por marcadores

Para realizar una retrocruza asistida por
marcadores se sigue un esquema de trabajo
similar al presentado en la figura 3, en la cual
se describen los pasos utilizados para imple-
mentar dicha conversion. Luego de obtener
la BC1 entre una linea recurrente y una linea
dadora del gen de interés, se extrae el ADN
de cada segregante. En primer lugar, se selec-
ciona por el caracter de interés. Esta seleccion
puede ser fenotipica o, mas comunmente, me-
diante marcadores ligados al gen/es de interés
(seleccion asistida por marcadores). Se des-
cartan todos los individuos que no presentan
el/los alelos de interés y, a partir del ADN de
los restantes individuos, se procede a amplifi-
car los marcadores para todas las regiones del
genoma para las cuales difieren los parentales
D y R (o sea, para todos los marcadores poli-
morficos entre las lineas D y R). Luego de leer
los geles, se calculan las similitudes genéticas
de cada individuo segregante con respecto al
padre recurrente y se seleccionan aquel/aque-
llos individuos con los mayores porcentajes de
similitud. Esos individuos son los que se retro-
cruzan con el padre recurrente para obtener la
generacion BC2.

Como se describio previamente, los porcen-
tajes de recuperacion del genotipo recurrente
en cada generacion de retrocruzas son valo-
res promedio de toda la poblacién. De hecho,
existe una gran variabilidad entre individuos
respecto de este porcentaje. Asi, en la figura
3 se muestra, para el caso del maiz, el por-
centaje de similitud de los segregantes en BC1
con respecto al padre recurrente, evaluados
por medio de un gran niumero de marcadores
moleculares dispersos a través de todo el ge-
noma. Se puede observar, como ejemplo, que
en la BC1F1 hay individuos que so6lo presentan
un 40% de similitud con el recurrente, mientras
que hay otros que muestran mas del 80%. In-
dividualizando y cruzando solo los individuos
que presentan los mayores niveles de similitud
para obtener la siguiente generacion de retro-
cruzas, se logra disminuir el nUmero de gene-
raciones necesarias para recuperar el trasfon-
do genético del padre recurrente.

Obsérvese que si se elige el individuo con
84,3% de similitud para retrocruzar, el minimo
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resto del genoma. De esta for-
ma, se habra obtenido la linea
recurrente convertida por el
caracter de interés en solo dos
generaciones de retrocruzas.
La figura 3.C muestra los re-
sultados obtenidos en el labo-
ratorio de los autores para el
caso del cultivo de maiz, luego
de convertir decenas de lineas
endocriadas por mutantes (por
ejemplo, resistencia a herbici-
das), transgenes (resistencia a
insectos) o QTLs (Quantitative
Trait Locus) para resistencia a
enfermedades. Como norma,
la recuperacién del trasfondo
genético del padre recurrente
se logra en BC2, 4 generacio-
nes antes de lo que requerido
por el método tradicional. De
hecho, los porcentajes de simi-
litud promedio de las mejores
plantas seleccionadas de la
BC1 fueron del 89,3% vy de la

Figura 3. Conversiones asistidas por marcadores moleculares.
(A) Etapas del proceso de analisis de la generacion BC1 du-
rante una conversion asistida por marcadores. (B) Porcentaje
de recuperacion del trasfondo genético del progenitor recurrente
a través de las generaciones para el método convencional de
retrocruzas (tedrico) y el método asistido por marcadores (obte-
nido). (C) Las conversiones dentro de un programa de mejora.
Se inician multiples conversiones para un mismo caracter so-
bre distintos trasfondos genéticos, con el objetivo de obtener los
mismos genotipos con el caracter incorporado. Como estrategia
para obtener genotipos néveles con el caracter incorporado, es
posible iniciar la recombinacién en etapas intermedias del pro-

ceso de conversion.

porcentaje de similitud que, en promedio, ten-
dran los individuos en la BC2 sera del 92% (se-
gun el numero de plantas que se obtengan se
pueden lograr individuos con el 98-99% de si-
militud). Repitiendo el mismo procedimiento en
la BC2, se autofecundan los individuos con los
mayores porcentajes de similitud para obtener
la BC2F2. En esta generacion se terminan de
seleccionar los segregantes que presentan el
gen de interés en estado homocigotico e iden-
tidad genética con el padre recurrente para el
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BC2, del 98,5%.

La descripcion anterior del
método de retrocruzas se ha
realizado considerando que el
caracter en cuestion es de he-
rencia monogénica, que el es-
tado favorable del caracter esta
controlado por el alelo domi-
nante, y que la seleccion puede
realizarse antes de que florez-
can las plantas. En este caso,
la implementacion del método
de retrocruzas (supongamos
que se desea incorporar la re-
sistencia a una enfermedad a una variedad de
trigo) es relativamente simple. En la practica
real del mejoramiento, los casos son en general
un poco mas complicados. Asi, por ejemplo, si
se desea incorporar un caracter controlado por
un alelo dominante que se expresa en la semi-
lla (ejemplo: alto contenido de acido oleico en
la semilla de girasol), no se pueden seleccionar
las plantas en cada generacion de retrocruzas
antes de que éstas florezcan. En este caso, se
deben hacer todos los cruzamientos posibles
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con el padre recurrente y evaluarlos cuando se
obtengan las semillas de cada planta. Recién
en ese momento se podran descartar aquellas
cruzas con las plantas que no presentaban el
caracter de interés. La mayor dificultad en este
ejemplo radica en la cantidad de cruzamientos
que se deben realizar para asegurar que al
menos una de las plantas que se retrocruzan
lleve el caracter en cuestion. Ahora bien, si el
caracter que se desea incorporar esta controla-
do por un alelo recesivo (por ejemplo, la dureza
del grano en trigo), no solo se debe retrocruzar
cada planta con el padre recurrente, sino tam-
bién autofecundarla (o hacerle un cruzamiento
de prueba o “festcross”) para determinar cual
de las plantas de cada generacion de retro-
cruzas lleva el caracter en cuestion. En este
caso, no soélo se deben hacer gran cantidad
de cruzas sino también perder una generacion
adicional entre cada generacion de retrocruzas
para evaluar el caracter de interés. Existe, fi-
nalmente, otro tipo de complicaciones. Todos
los casos anteriores se refieren a ejemplos en
los que el fenotipo de cada planta se puede
analizar en forma individual. Existen muchos
ejemplos (uno de ellos es la calidad panadera
en trigo) donde se necesitan cientos de semi-
llas para evaluar el fenotipo. En estos casos,
para evaluar cada individuo en las generacio-
nes de retrocruzas, se deberian obtener dos
generaciones de autofecundaciones antes de
decidir cuales son los individuos con los deter-
minantes genéticos correctos para continuar
retrocruzando.

El empleo de marcadores moleculares redu-
ce notablemente las complejidades descriptas
ya que todos los ejemplos mencionados (se-
leccionar individuos después de la floracion,
hacer cruzamientos de prueba, o multiplicar la
semilla para poder evaluar) se reducen al caso
mas simple de seleccionar el caracter de inte-
rés por marcadores antes de la floracién.

El arrastre por ligamiento y su

eliminacion

Cuando se incorpora un caracter desde un
genotipo dador a una linea recurrente, todos
los genes ligados al gen incorporado pasan
con éste de generacién en generacion. Ese
arrastre por ligamiento puede que no tenga
consecuencias fenotipicas o bien, como ocurre

generalmente, puede deprimir el rendimiento
potencial o la calidad del producto, dependien-
do de las caracteristicas del genotipo dador (si
es una especie silvestre se esperan mayores
consecuencias fenotipicas que si el dador es
una linea elite). Asi, por ejemplo, cuando se
transfirio al trigo el gen Lr19 que confiere re-
sistencia a roya de la hoja desde Thinopyrum
ponticum, también se incorpord un gen ligado
(Y) que determina el amarillamiento de la hari-
na, un caracter indeseable para la industria ali-
menticia. Otro ejemplo es el de la transferencia
a trigo de la resistencia a varias enfermedades
conferidas por distintos genes en el cromoso-
ma 1R de centeno (Secale cereale L.), el cual
también presenta genes que disminuyen diver-
sos parametros de la calidad panadera.

En el método convencional de retrocruzas la
eliminacion del arrastre por ligamiento se va lo-
grando por la “erosion” del segmento incorpo-
rado a través de recombinacion por entrecruza-
miento. Se ha estimado a través de experimen-
tos de simulacion que este proceso puede tar-
dar hasta 100 generaciones (figura 2.C). El uso
de marcadores, en cambio, permite eliminar el
arrastre por ligamiento en sélo dos generacio-
nes de retrocruzas siempre que se disponga
de un mapa saturado de esa region gendémica
y del suficiente numero de plantas en cada ge-
neracioén de retrocruzas. En una primera gene-
raciéon de retocruzas, por ejemplo, se pueden
eliminar todos los individuos que presenten
alelos del genotipo dador para los marcadores
situados a mas de 1 cM rio arriba del gen. En
la segunda generacion de retrocruzas se hace
lo mismo pero rio abajo del gen deseado. De
esta manera el arrastre por ligamiento dismi-
nuye drasticamente hasta niveles aceptables
en tan solo dos generaciones de retrocruzas,
tal como se muestra en la figura 2.C. Una vez
incorporado el gen con esta metodologia, la li-
nea obtenida se utiliza como fuente para los
sucesivos proyectos de conversion, de modo
tal que el arrastre por ligamiento alrededor de
ese gen en particular no constituye un proble-
ma adicional en los proyectos posteriores.

Estimaciones de diversidad

genética

Las estimaciones de diversidad genética de
un programa de mejoramiento son fundamen-
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tales para planificar los cruzamientos entre pa-
rentales. Asi, la diversidad dentro del programa
puede incrementarse si se planifican cruzas
entre individuos que exhiban escaso parecido
genético. La genealogia de los individuos o su
parecido fenotipico son de escaso valor para
determinar si dos individuos estan o no estre-
chamente relacionados genéticamente. Las
estimas de similitudes genéticas basadas en
marcadores, en cambio, proveen un indicador
bastante ajustado de las similitudes o distan-
cias genéticas reales. Se puede cuantificar la
diversidad global que presentan los genotipos
en estudio a partir de las huellas dactilares
(“fingerprinting”) de ADN de los individuos a
analizar, las cuales incluyen un gran namero
de marcadores. Mediante los algoritmos de in-
dice de Contenido de Polimorfismo (PIC) (PIC
= 1- X pi?) se puede determinar cuales son los
marcadores mas discriminantes de los indivi-
duos en estudio. Asi, un PIC igual a 0 indica
que el marcador en cuestion es monomorfico
y un PIC alto (por ejemplo, mayor a 0,7) indica
que el marcador en cuestién es altamente po-
limérfico y que tal polimorfismo esta distribuido
uniformemente entre los individuos estudiados.
El valor promedio de PIC para todos los mar-
cadores analizados permite realizar estimacio-
nes de Diversidad Genética (D) (D = 1- X X pi?).
Mediante la comparacién de sucesivos valores
de D, es posible determinar si la diversidad ha
cambiado a través del tiempo, o si se ha mo-
dificado por la introduccion al cultivo de nuevo
germoplasma. La utilizacién de un gran nime-
ro de marcadores adecuadamente dispersos
en el genoma permite construir Matrices Ba-
sicas de Datos (MBD). Mediante programas
estadisticos apropiados se calculan a partir
de ellas relaciones tales como la de similitud
genética entre genotipos. Esta relacion puede
obtenerse usando el “Simple Matching Coeffi-
cient” (SMC) (SMC = m/(m+n)), el cual se de-
fine como el numero de alelos de marcadores
que dos genotipos tienen en comun (m) sobre
el numero total de alelos analizados (m+n). De
este modo, se pueden generar matrices de si-
militud genética entre genotipos sobre las que,
mediante programas de analisis multivariado,
se construyen dendrogramas que comparan
graficamente las relaciones genéticas entre los

individuos. Ello permite agrupar a aquellos que
exhiben mayor similitud genética en conjuntos
coherentes.

En la figura 4.A se comparan las estimacio-
nes de similitud genética entre individuos ba-
sadas en el uso marcadores moleculares con
aquellas derivadas de informacion fenotipica.
La grafica muestra la relacion entre la distancia
morfoldgica (abscisas) y la distancia molecular
(ordenadas) para 50 lineas de sorgo granife-
ro (Sorghum bicolor). Puede apreciarse que
se obtiene un diagrama tipico de dispersion
triangular: si dos individuos estan muy relacio-
nados a nivel de marcadores es muy probable
que también lo estén a nivel morfolégico. Por
el contrario, una gran distancia molecular en-
tre dos individuos no permite realizar ninguna
inferencia acerca de su parecido morfolégico

Relacion entre distancias morfologicas y moleculares

Dist. Molecular

13,00
A Dist. Morfologica

180 2300

Figura 4. Estimaciones de diversidad genética me-
diante el uso de marcadores moleculares. (A) Rela-
cion entre las distancias evaluadas sobre la base de
informacion morfoldgica y molecular para 50 lineas
de sorgo granifero. (B) Analisis de agrupamiento
para 214 variedades argentinas de soja utilizando
marcadores microsatélites.
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(éste puede ser muy alto o muy bajo). Esta re-
lacion puede explicarse por el determinismo
generalmente poligénico de los caracteres que
se utilizan en la estimacion de las distancias
morfolégicas, que puede conducir a fendbme-
nos de convergencia. Por ejemplo, si se con-
sidera que un caracter esta controlado por 4
loci bialélicos con efectos iguales y se denotan
respectivamente + y - los alelos favorables y
los desfavorables, las lineas portadoras de las
combinaciones de alelos ++-- y --++ presenta-
ran el mismo fenotipo pero diferiran para los 4
loci considerados. En sintesis, lo anterior indi-
ca que el parecido morfologico entre materia-
les genéticos tiene escaso valor para realizar
un manejo eficiente de la diversidad genética
de un cultivo.

El analisis de agrupamiento que se muestra
en la figura 4.B se realiz6 evaluando 214 geno-
tipos de soja representativos del germoplasma
disponible en Argentina analizados a través de
30 Joci de microsatélites seleccionados por su
capacidad discriminante. Luego de calcularse
la similitud entre los genotipos, se realizé el
analisis de agrupamiento cuyo dendrograma
se muestra en la figura. Pueden definirse tres
grandes grupos, los cuales estan asociados
a los grupos de madurez al que pertenecen
los cultivares. De esta forma, los cultivares de
los grupos de madurez V y VI estdn mas aso-
ciadas entre si que con los individuos de los
grupos de madurez Il y IV. Esto indica que los
diferentes grupos de madurez tienen ancestros
diferentes y refleja una practica comun en el
mejoramiento de la soja consistente en cruzar
cultivares del mismo grupo de madurez al de-
sarrollar nuevas variedades. La conclusién de
este tipo de analisis es que para incrementar
la diversidad genética y, por ende, el progreso
genético en soja, se deberian realizar cruzas
entre genotipos pertenecientes a distintos gru-
pos de madurez.

Estos son sélo algunos ejemplos de los estu-
dios de variabilidad que se pueden realizar para
monitorear la diversidad genética de un cultivo
y el impacto que, sobre la misma, pueden tener
diferentes estrategias de mejoramiento.

Diseno de genotipos y de germoplasma
Se denomina “disefio de genotipos o de

germoplasma” a la utilizacién de todas las he-
rramientas previamente descriptas para la ob-
tenciéon de cultivares o germoplasma de alto
potencial de rendimiento (creados por selec-
cion convencional en ambientes agronémicos
de alta oferta potencial con respecto a agua,
nutrientes, fungicidas e insecticidas) a los que
se le introducen caracteres por seleccién asis-
tida y conversiones que incrementan su esta-
bilidad (resistencia a enfermedades o a estrés
ambiental), calidad del producto final y/o rango
de adaptacion (como por ejemplo, obtencion
de cultivares de ciclo mas corto o mas largo
dependiendo de la estacidn de crecimiento).

El disefio de germoplasma comprende el
uso de genotipos dadores que presentan ca-
racteres de interés (resistencias o mejor cali-
dad) pero que, en general, son agronémica-
mente muy deficientes (representada en color
negro en la figura 3.C). Estos dadores se utili-
zan para introgresar tales caracteres en lineas
elite de alto potencial de rendimiento que no
los poseen (representadas con diferentes to-
nos de grises en la grafica para senalar sus di-
ferencias genéticas). Por otra parte, las lineas
elite, se eligen de modo tal que exhiban entre
ellas escaso parecido genético. A medida que
el proceso de conversién de cada linea avan-
za (o sea, se minimiza la contribucién genética
del dador como se aprecia en la grafica desde
F1 hacia BC2), se comienzan a cruzar entre
si a las lineas elite en proceso de conversion
de modo de obtener recombinantes entre los
materiales elite y que lleven el gen de interés
(representadas en la grafica como individuos
que presentan combinaciones de colores de
diferentes lineas y la regién del genoma que
lleva el gen de interés de la linea dadora). De
esta forma, si bien las conversiones contindian
de modo tal de obtener cultivares aptos para
el mercado, se genera al mismo tiempo ger-
moplasma de alto rendimiento con los genes
aportados por la linea dadora. Ese germoplas-
ma ingresa al programa de mejora convencio-
nal para continuar el proceso de mejoramiento
del rendimiento por seleccion.

Por todo lo expuesto anteriormente, el me-
joramiento genético en la actualidad debe ser
el resultado de la estrecha colaboracion y del
sinergismo entre los programas de mejora
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convencional y molecular. Como se ha mos-
trado previamente, los ciclos de evaluacion,
seleccion y recombinacién del mejoramiento
convencional contintan siendo el corazén del
proceso, pero ahora cuentan con el aporte de
la tecnologia de marcadores moleculares a tra-
vés de la seleccion asistida y del analisis de
la diversidad del germoplasma (figura 5). Tales
aportes contribuyen a una mejora significativa
del progreso genético por seleccion a través
del mantenimiento e incremento de la diversi-
dad y de la reduccion de la interaccion geno-
tipo x ambiente. Por otro lado, la base genéti-
ca puede actualmente enriquecerse en forma
continua con nuevos genotipos y con nuevos
caracteres por medio de las conversiones asis-
tidas por marcadores.

Mejoramiento molecular Programa convencional

Conversiones _’.‘ Germoplasma base |

) Genes/QTLs mmmmpy

Recombinacion

(

Seleccion

Genotipos elite

mmp Pero deficientes
enunoomas A
caracteres

Evaluacion

Genotipos elite T

’l Nuevas Variedades

Figura 5. Interaccion entre el mejoramiento conven-
cional y el mejoramiento molecular. En el recuadro
se esquematiza la naturaleza ciclica del mejoramien-
to convencional y, por fuera del mismo, los aportes
proporcionados por el mejoramiento molecular.
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Ill. CAPITULO 4

Identificacion y registro de
variedades

Ana Laura Vicario, Marcelo Labarta y
Maria Alicia Loray

El registro de variedades en la Republica
Argentina

Introduccién

En la Republica Argentina, la legislacion en
materia de semillas y creaciones fitogenéticas
es la establecida por la Ley N° 20.247 (1973),
su Decreto Reglamentario N° 2183 (1991) y la
Ley N° 24376, de aprobacion del Convenio In-
ternacional para la Proteccion de las Obtencio-
nes Vegetales (1994). El organismo encargado
de aplicar esta legislacion es el Instituto Nacio-
nal de Semillas (INASE).

En lo referido a variedades vegetales, esta
legislacion, las define como “el conjunto de
plantas de un solo taxon botanico del rango
mas bajo conocido que pueda definirse por la
expresion de los caracteres resultantes de un
cierfo genotipo o de una cierta combinacion
de genotipos y pueda distinguirse de cualquier
otro conjunto de plantas por la expresion de
uno de esos caracteres por lo menos”. Asi-
mismo, se define el término obtentor, como “la
persona que crea o descubre y desarrolla una
variedad”. Por otra parte, se define el término
creacion fitogenética como “toda variedad o
cultivar, cualquiera sea su naturaleza genética,
obtenido por aplicacion de conocimientos cien-
tificos al mejoramiento heredable de las plan-
tas” (Decreto N° 2183/1991 — Reglamentario
de la Ley N° 20.247, de semillas y creaciones
fitogenéticas).

Estos términos y definiciones, nos permiten
reconocer claramente a dos partes integrantes
de un sistema de propiedad intelectual que se
conoce internacionalmente como Derecho de
obtentor, siendo la variedad vegetal el objeto
de ese derecho y el obtentor el sujeto del mis-
mo. Se trata de un sistema de propiedad inte-
lectual independiente, conocido como “sistema
sui-generis”, ya que ha sido especificamente

disefado para el objeto de proteccion al que se
aplica: las variedades vegetales.

Es sabido que al tratarse de sistemas biolo-
gicos, las variedades vegetales presentan ca-
racteristicas particulares (ya sea en cuanto a
fisiologia, propagacion, etc.) que no podrian ser
equiparadas a las que presentan otros objetos
de derecho. De alli la necesidad de contar con
un sistema de propiedad especifico y acorde a
las necesidades de los obtentores y usuarios.

Este sistema no es nuevo. Deriva de la Con-
vencion de Paris en materia de propiedad in-
telectual y su Acta especifica es la de la Union
Internacional para la Proteccion de las Obten-
ciones Vegetales (UPOV) que data del afo
1961/72. La UPOV es la organizacién interna-
cional intergubernamental, de donde emanan
las directrices tanto técnicas como juridicas en
materia de derecho de obtentor. Los miembros
de esta Unidn, son los Estados y/u organizacio-
nes intergubernamentales (como por ejemplo la
Unién Europea) y cuenta con una organizacion
especifica que es la Oficina de la UPQOV con
sede en Ginebra, Suiza, integrada por un Se-
cretario General, un Vice-Secretario General,
su cuerpo técnico y su personal administrativo.

La Republica Argentina actualizé en el afio
1991 su legislaciéon en materia de derecho de
obtentor mediante el Decreto Reglamentario
N° 2183 (se la conoce como Acta de 1978 de
la UPQV). De esta forma pudo acceder a ser
miembro de la UPOV en el afio 1994. Vale ha-
cer esta aclaracién ya que luego, fue adoptada
y puesta en vigencia una tercera version del
Acta de UPQV que es la que se conoce como
Acta de 1991, ala que Argentina aun no adhirié.

Independientemente de esto, de los 64
miembros parte de UPQV a diciembre de 2007,
24 son parte del Acta 1978 -incluido Argenti-
na-; 1 es parte del Acta de 1961/72 y 39 miem-
bros son parte del Acta de 1991. Todas estas
Actas cuentan con principios basicos que son
comunes y nuevas regulaciones que se han in-
corporado como consecuencia de los avances
técnicos y tecnoldgicos en la obtencion de va-
riedades vegetales (Miembros de la Union In-
ternacional para la Proteccion de las Obtencio-
nes Vegetales — Status al 18 de junio de 2007
— UPQV).

Desde su adhesion al Convenio de UPOV —
Acta de 1978, la Republica Argentina participa

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal II 339



activamente en los diferentes 6rganos de deci-
sion de la UPQV: Consejo; Comité Consultivo;
Comité Administrativo y Juridico y Comité Téc-
nico, como asi también en los diferentes cuer-
pos técnicos especificos y grupos de trabajo.

Registro de variedades

La Ley N° 20.247, cre6 dos Registros Na-
cionales referidos a variedades vegetales, el
primero es el Registro Nacional de Cultivares
(RNC) y el segundo es el Registro Nacional de
la Propiedad de Cultivares (RNPC).

El RNC es de caracter obligatorio para todo
cultivar que se identifica por vez primera y se
va a exponer al publico o entregar a usuarios
a cualquier titulo con un rétulo identificatorio.
Este Registro Nacional no da ningun derecho
de propiedad sobre el cultivar en cuestion, pero
habilita a la comercializacion del mismo.

EI RNPC es optativo. Es el Registro Nacional
por el que se inscribe una variedad concedién-
dole un Titulo de Propiedad a su obtentor. Por
si s6lo no habilita a que una variedad pueda
comercializarse, pero reconoce el derecho que
su obtentor posee sobre la misma.

Consecuentemente, si una persona desea
poder comercializar su variedad y, a la vez, te-
nerla protegida mediante el sistema de dere-
cho de obtentor, en ese caso debera realizar
el tramite de inscripcion en ambos Registros
Nacionales. Esto no significa un tramite por du-
plicado, sino que la misma solicitud de inscrip-
cién, prevé la opcién de inscripcion en ambos
Registros.

Examen técnico

Todo cultivar que se registra, es objeto de un
examen, tanto de los aspectos formales (exa-
men de forma) como de los técnicos especifi-
camente (examen técnico o DHE).

La solicitud de inscripcion de una variedad
vegetal, cuenta con diferentes Anexos, entre
los que podemos destacar el de la Descripcion
(aspectos morfologicos, fisioldgicos, fenolégi-
cos, de comportamiento sanitario y de carac-
teristicas industriales) que va a permitir, me-
diante la combinacién de la expresiéon de los
diferentes caracteres que la integran, la iden-
tificacion de esa variedad. Otros Anexos técni-
cos de importancia son el del origen genético y

la historia del mejoramiento de la variedad; el
del procedimiento para el mantenimiento de la
pureza varietal y el que solicita la informacién
correspondiente a la expresion OGM (organis-
mo genéticamente modificado) de la variedad
y su evento incorporado, en el caso en que
corresponda (INASE — Formularios generales
para inscripcion de cultivares — 2006).

Vamos a referirnos especificamente al exa-
men técnico de la solicitud, ya que tanto para
la inscripcion en el RNC como para RNPC, es
condicion que todo cultivar sea sometido a este
examen.

El examen técnico es conocido internacio-
nalmente como examen DHE (o DUS por sus
siglas en inglés) y se refiere a determinar las
condiciones de Distincion, Homogeneidad vy
Estabilidad del cultivar cuya proteccion se pre-
tende.

Estas condiciones provienen de los requisi-
tos internacionales para conceder un derecho
de obtentor, que exigen que la variedad cumpla
con los siguientes:

Novedad: en sentido comercial.

Distinciéon: que permita distinguirla clara-
mente por medio de una o mas caracteristicas
de otra variedad cuya existencia sea materia
de conocimiento general al momento de com-
pletar la solicitud.

Homogeneidad: que sujeta a las variacio-
nes previsibles originadas en los mecanismos
particulares de su propagacion, mantenga sus
caracteristicas hereditarias mas relevantes en
forma suficientemente uniforme.

Estabilidad: que sus caracteristicas heredi-
tarias mas relevantes permanezcan conforme
a su definicion luego de propagaciones sucesi-
vas o0, en el caso de un ciclo particular de pro-
pagacion, al final de cada uno de dichos ciclos.

Ademas, la variedad debe contar con una
denominacién genérica que permita su identi-
ficacion sin inducir a error o confusion respecto
de la identidad de otras variedades u obtento-
res, ni sobre las caracteristicas que esta po-
see, entre otras condiciones (Convenio Inter-
nacional para la Proteccion de las Obtenciones
Vegetales UPOV — Actas de 1978 y 1991).

En concreto, las diferentes “Oficinas de Pro-
teccion” se ocupan de determinar los aspectos
referidos a la novedad, la denominacion y efec-
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tuar el examen DHE. Para esto ultimo, existen
diferentes posibilidades y alternativas para los
Estados a fin de poder llevar adelante el exa-
men técnico DHE.

Una opcion es la que se conoce como exa-
men oficial, en el que es la misma oficina la
que se encarga de conducir el ensayo a campo
(coleccién de variedades), agrupar a la varie-
dad inédita con las mas parecidas en virtud de
los caracteres de agrupamiento que el obtentor
informa, tomar las observaciones y expresio-
nes de cada caracter siguiendo la guia técnica
correspondiente, determinando su distincion y
producir la descripcién oficial del cultivar. Para
esta opcion, es necesario contar con recursos
econémicos y humanos, estaciones de eva-
luacion en diferentes localidades, personal de
campo, etc. La mayoria de los paises europeos
utilizan esta forma de examen técnico.

Otra opcién es la reconocida como exa-
men realizado por terceras partes, en el que
personal acreditado por la oficina o el mismo
obtentor, es el encargado de llevar adelante
los ensayos de campo, tomar los datos, com-
parar las variedades similares, presentar una
descripcion completa del cultivar (morfoldgica,
fisiologica, fenoldgica, de comportamiento sa-
nitario y de cualidades industriales si corres-
ponde), con las verificaciones efectuadas por
el personal técnico de la oficina para su control.
En este caso la oficina ya no necesita contar
con recursos econoémicos tan elevados como
en el caso anterior, ni con sitios de realizacion
de ensayo ni personal de campo. Un cuerpo de
técnicos especializados en los diferentes gru-
pos de especies, puede efectuar los controles
necesarios a fin de verificar el cumplimiento de
las condiciones de proteccion. Los paises la-
tinoamericanos y centroamericanos miembros
de UPOQV, utilizamos esta forma de examen
técnico, al igual que Canada, Estados Unidos
de América y Australia, entre otros.

Examen técnico en Argentina

En el caso nacional, el solicitante u obten-
tor, debe presentar debidamente completos
los formularios de solicitud de inscripcién y sus
Anexos a la Direccion de Registro de Varieda-
des del INASE. Esta Direccién es el Area téc-
nica responsable de conducir el RNC y RNPC,

y esta organizada mediante grupos de espe-
cies con un profesional técnico responsable
de cada uno: cereales, oleaginosas, forrajeras,
industriales, horticolas, frutales, forestales, or-
namentales.

1. Cada técnico evalua la solicitud en sus
aspectos de forma y de fondo, la deno-
minacion propuesta para el cultivar y, las
caracteristicas diferenciales del mismo
en comparacion con las descripciones de
todos los cultivares de la misma especie,
ya registrados o en tramite de registro.
Esta primera comparacion de caracteres
se efectia mediante un programa que
permite la comparacioén entre las diferen-
tes expresiones de los caracteres que
forman parte de un descriptor.

2. Estos caracteres, pueden ser mas o me-
nos influenciables de acuerdo con las
condiciones del medio en el que se esta
efectuando la descripcion. Asi, existen
caracteres de tipo cualitativo que son
los menos influenciados por condiciones
externas y, consecuentemente, mas de-
seables para poder efectuar la compara-
cion. Los otros caracteres, denominados
cuantitativos pueden variar o varian en
virtud del ambiente (por ejemplo, altura
de planta; largo de hoja, etc.).

3. Consecuentemente, luego de efectuada
la comparacion primera, el técnico exa-
minador debe analizar el resultado y, de
ser necesario, verifica a campo los ca-
racteres y sus expresiones diferenciales
o incluso, esta facultado para efectuar
ensayos oficiales.

4. Estos ultimos, son efectuados por los
técnicos de la Direccion de Registro de
Variedades en los casos en que poder
establecer la distincion se haya conver-
tido en un estudio no del todo sencillo,
como es el caso de la soja, para la que
desde el ano 1994, el INASE conduce
sus propios ensayos por medio de la Di-
reccion de Registro de Variedades, cu-
yos resultados luego son comparados
con los declarados por el obtentor.

Estos ensayos y verificaciones a campo,

también son efectuados para otras especies
con el fin de poder corroborar las declaraciones
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de los obtentores y realizar el seguimiento del
mantenimiento de la pureza varietal a lo largo
de los afios.

En cuanto a los descriptores varietales, exis-
te uno por especie y todos ellos incluyen los
caracteres utilizados a nivel internacional para
efectuar los examenes DHE. Estas directrices
técnicas de la UPOV, son efectuadas por los
expertos de los diferentes miembros que parti-
cipan de los grupos técnicos especificos. En las
mismas, se explica claramente la forma de eje-
cucion del examen, la toma de observaciones
y datos y las expresiones de cada caracter en
base a las observaciones efectuadas. Todos los
descriptores estan integrados por caracteres
que son, como ya dijimos, de tipo morfoldgico,
fisiolégico, fenolégico, de comportamiento a en-
fermedades y que, en determinadas especies,
incluyen a los referidos a calidad industrial.

Cada variedad, cuenta con su descriptor, que
no es ni mas ni menos que la combinacion de
las expresiones de cada caracter que lo integra.
Esa combinacién de caracteres nos da la ex-
presion de la identidad varietal. Hace que esa
variedad sea esa y no otra. Nos permite iden-
tificarla mediante estos caracteres contenidos
en el descriptor y la combinacion de sus expre-
siones.

Cuando el técnico que realiza el examen
DHE compara la descripcién de variedad inédi-
ta contra todas las anteriormente registradas
o en tramite de registro, lo que esta haciendo
es comparar identidades morfoldgicas, fisiolo-
gicas, fenoldgicas, etc. para poder establecer
el cumplimiento de una condicion previamente
establecida: la diferenciacién (TG/1/3 — Intro-
duccion General a las Directrices de examen —
UPOV 2005/06).

En este sentido y, hasta la fecha, la UPOV ha
recomendado que los examenes DHE se efec-
tuen mediante la utilizacion de caracteres de
tipo morfolégico, hasta tanto se pueda estable-
cer la técnica y qué tipo de marcadores molecu-
lares podrian ser utilizados a efectos de la dife-
renciacion. Para ello, y en el seno de la UPOV,
se encuentran trabajando el grupo de técnicas
biomoleculares (BMT) y subgrupos de trabajo
especifico para diferentes especies, a fin de
poder establecer estas premisas. La UPQV si
se ha manifestado respecto del uso de técnicas

moleculares para determinar la identidad. En
este sentido se ha recomendado la posibilidad
de uso de estas metodologias.

En el caso de la Republica Argentina, el exa-
men DHE como vimos anteriormente, se efec-
tua mediante “marcadores morfoloégicos” es de-
cir, caracteres morfolégicos, fenoldgicos, fisio-
l6gicos, etc. Aun no se utilizan técnicas molecu-
lares a efectos de establecer la diferenciacion
entre cultivares. Pero si, aceptamos que como
informacién complementaria a la descripcion,
el obtentor presente el patron molecular de su
inédito, indicando la metodologia técnica y los
marcadores utilizados. Asi y ante un eventual
conflicto, el obtentor ya cuenta con esta infor-
macion molecular en el INASE y podria utilizar-
la a efectos de la identificacion de su cultivar
llegado el caso.

En sesiones recientes de la UPOV de los
Cuerpos de decision, se ha considerado el
tema referido a la utilizacion de las técnicas
moleculares para otros fines, ademas del de la
identificacion, como por ejemplo en la determi-
nacién de variedades esencialmente derivadas.

Por supuesto que las recomendaciones de la
UPQV son guias técnicas que cada miembro
puede tomar e incorporar en su pais, no siendo
obligatorias per-se, pero es sumamente impor-
tante que en ese ambito se esté discutiendo en
los cuerpos técnicos correspondientes, la uti-
lidad de las técnicas moleculares con miras a
que el sistema de derecho de obtentor cuente
con otra herramienta que colabore en su imple-
mentacion y ejercicio.

Por ultimo, la Federacion Internacional de
Semillas (FIS) que nuclea a los obtentores (par-
ticipan dos organizaciones argentinas), consi-
dera que hasta tanto no se puedan definir dis-
tancias minimas para la distincion, el impacto
que esas técnicas tendran en los requisitos de
uniformidad y estabilidad y, la disponibilidad de
marcadores publicos, no es posible que puedan
ser utilizados para el examen DHE por si solos.
Pero la FIS considera que si pueden ser utili-
zados en la identificacion de una variedad pro-
tegida y/o en la determinacion de una variedad
esencialmente derivada (Federacion Interna-
cional de Semillas — Documentos de posicion
sobre propiedad intelectual - 2006).
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La nocion de variedad esencialmente deriva-
da, aparece en el articulo 14.5. del Convenio
Internacional para la Proteccién de las Obten-
ciones Vegetales — UPOV Acta de 1991.

En ese sentido “Se considerara que una
variedad es esencialmente derivada de otra
variedad — la variedad inicial — si i) se deriva
principalmente de la variedad inicial, o de una
variedad que a su vez se deriva principalmen-
te de la variedad inicial, conservando al mismo
tiempo las expresiones de los caracteres esen-
ciales que resulten del genotipo o de la combi-
nacién de genotipos de la variedad inicial; ii).
se distingue claramente de la variedad inicial,
y iii) salvo por lo que respecta a las diferencias
resultantes de la derivacion, es conforme a la
variedad inicial en la expresiéon de los carac-
teres esenciales que resulten del genotipo o
de la combinacién de genotipos de la variedad
inicial”. Por otra parte, pero en ese mismo sen-
tido, el Convenio agrega que: “Las variedades
esencialmente derivadas podran obtenerse,
por ejemplo, por selecciéon de un mutante na-
tural o inducido o de un variante somaclonal,
seleccion de un individuo variante entre las
plantas de la variedad inicial, retrocruzamien-
tos o transformaciones por ingenieria genética”
(Convenio Internacional para la Proteccién de
las Obtenciones Vegetales — Acta 1991).

Esta nocién pretende introducir una mejor
relacion de derechos entre obtentores y titu-
lares de derecho. El Convenio, tal como esta,
contiene en todas sus versiones vigentes,
una excepcion al derecho del obtentor, reco-
nocida como “excepcion del fitomejorador”’ o
“breeder's exemption”. Por esta excepcion al
derecho, un fitomejorador puede tomar como
fuente de variacion inicial el material de pro-
pagacion de una variedad que se encuentra
con titularidad vigente (inscripta en el Registro
Nacional de la Propiedad de Cultivares en el
caso de la Republica Argentina) y sin solicitar
autorizacion al titular de ese derecho vigente
(el obtentor) utilizar ese material de propaga-
cion de esa variedad protegida como fuente de
variaciéon a partir de la que podra obtener una
nueva variedad, siempre y cuando no deba uti-
lizar en cada nuevo ciclo de produccién de su
nueva variedad, al material de propagacion de
la variedad protegida.

Si pensamos, por ejemplo en variedades
obtenidas por recombinacién de ADN, se po-
dria suscitar una relacion de desequilibrio en
cuanto a los derechos de obtentores vy titulares
de otros derechos. Asi, el obtentor de una va-
riedad protegida, queda exceptuado de su de-
recho ante la utilizacion de su variedad como
fuente de variacion inicial para otra mejora. En
cambio, el titular de un derecho de, por ejem-
plo, patente sobre un gen modificado, producto
o procedimiento determinado, podra ejercer su
derecho ante la utilizacion de un tercero.

Sin duda, el desbalance entre derechos vy ti-
tulares es notable. Por esta razon, el Acta de
1991 de la UPOV introduce la nocién de varie-
dad esencialmente derivada por el que: “En la
practica, el nuevo sistema ha creado un marco
dentro del cual, las partes interesadas pueden
negociar:

a) aquel que desea emprender una selec-
cion “mejorante” (con inclusion de un trabajo de
transformacién mediante ingenieria genética)
sobre una variedad protegida, concertara un
acuerdo con el obtentor de esta variedad antes
de comenzar sus trabajos (esos acuerdos ya
se han concertado entre empresas de ingenie-
ria genética y obtentores “tradicionales”);

b) cuando un trabajo de seleccion resulte de
forma imprevista en la creacién de una varie-
dad esencialmente derivada, los dos obtento-
res se entenderan sobre la explotacién de esta
ultima si constituye un verdadero mejoramien-
to; el precio que ha de pagar el usuario no sera
una regalia doble, sino una suma determinada
por las leyes del mercado (por la competencia).
Si no hay mejoramiento, o bien el obtentor de
la variedad esencialmente derivada decidira
que no la va a explotar, o bien el obtentor de
la variedad inicial ejercera su derecho para ne-
gar al segundo obtentor el derecho a explotar
la variedad; c) los obtentores de variedades
resultantes de una seleccién “innovante” y los
inventores de productos o de procedimientos
que dan lugar a variedades esencialmente de-
rivadas tienen derechos de valor sensiblemen-
te equivalente y, por consiguiente, se ven obli-
gados a concertar acuerdos equilibrados” (Ley
tipo sobre la proteccién de las obtenciones ve-
getales — UPOV - 1996).

“La nocion de variedad esencialmente de-
rivada hace intervenir el grado de semejanza
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entre una de las variedades parentales (la va-
riedad inicial) y la variedad derivada. Para que
exista derivacion esencial, este grado de se-
mejanza debe ser muy grande y el nimero de
caracteres heredados del segundo genitor (si
lo hay) debe ser muy pequeno; en ultima ins-
tancia, se modifica un solo caracter” (Ley tipo
sobre la proteccién de las obtenciones vegeta-
les — UPOV — 1996).

Para las oficinas de protecciéon de varieda-
des, la situacion es clara: si una variedad es
nueva, diferente, homogénea, estable, cuenta
con una adecuada denominacién y ha cumpli-
do con las formalidades administrativas, esa
Oficina no tiene motivo para no otorgar el titulo
de obtentor o de propiedad de variedades ve-
getales.

Al momento en que el obtentor de la varie-
dad esencialmente derivada, pretenda realizar
alguno de los actos a los que se extiende el de-
recho del obtentor de la variedad inicial sobre
ésta, es en ese caso en que debera solicitar
permiso para ello al obtentor de esa variedad
inicial.

“Todas las partes interesadas se han puesto
de acuerdo en que las relaciones de depen-
dencia deberan ser administradas por los pro-
pios obtentores, sin que intervengan las autori-
dades encargadas de administrar el sistema de
proteccion de las obtenciones vegetales. Las
grandes organizaciones nacionales e interna-
cionales de obtentores, estan elaborando ya
recomendaciones sobre las condiciones prac-
ticas en las que una variedad sera considerada
como esencialmente derivada” (Ley tipo sobre
la proteccion de las obtenciones vegetales —
UPQV - 1996).

Marcadores moleculares y la UPOV

Antecedentes

Ala luz de los avances en biologia molecular
y en las técnicas de mejoramiento, la UPOV
decidié que era necesario incorporar un nuevo
grupo que pudiera estudiar la aplicacion de los
marcadores moleculares en los estudios DHE.
En el ano 1993 se llevo a cabo la primera re-
unién del Grupo de Trabajo en Técnicas Bio-
quimicas y Moleculares y de perfiles de ADN
en particular, conocido como Grupo BMT.

El BMT es un grupo de expertos en el exa-
men DHE, especialistas en técnicas bioquimi-
cas y moleculares, y obtentores cuya funcion
actual consiste en:

1. Examinar la evolucién general de las téc-

nicas bioquimicas y moleculares.

2. Informar acerca de las aplicaciones perti-
nentes de las técnicas bioquimicas y mo-
leculares al fitomejoramiento.

3. Estudiar la posible aplicacién de las téc-
nicas bioquimicas y moleculares al exa-
men DHE e informar sobre sus conclu-
siones al Comité Técnico.

4. Siprocede, elaborar directrices para me-
todologias bioquimicas y moleculares y
su armonizacion y, en particular, contri-
buir a la elaboracién de un documento
referido a “nuevos caracteres”. Estas di-
rectrices se elaboraran en colaboracién
con los Grupos de Trabajo Técnico (o
sus siglas en inglés TWP).

5. Examinar las iniciativas de los Grupos de
Trabajo Técnico sobre el establecimiento
de subgrupos sobre cultivo especificos,
tomando en consideracion la informacion
disponible y la necesidad de métodos
bioquimicos y moleculares.

6. Elaborar directrices en relaciéon con la
gestion y la armonizacién de bases de
datos sobre informacién bioquimica y
molecular, en colaboracion con el Grupo
de Trabajo en Computacién (TWC).

7. Recibir informes de los Subgrupos so-
bre Cultivos y del Grupo de Consulta del
BMT.

8. Constituir un foro para debatir la utiliza-
cion de técnicas bioquimicas y molecu-
lares en el examen de las variedades
esencialmente derivadas y la identifica-
cion de las variedades.

(UPOV TC/38/16, 2002)

En la 6ta. Reunion del BMT, llevada a cabo
en Angers, Francia en marzo de 2000, el Gru-
po BMT considerd que existian (y existen aun)
una serie de problemas de tipo legal y politico
referidos al uso de estas técnicas, que debe-
rian ser discutidos en el ambito de un grupo
especifico. En octubre del mismo ano el CAJ
aceptd la formacion de dicho grupo, y en 2001
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se acordé el mandato de lo que se denominé
Subgrupo Especial de Expertos Técnicos y Ju-
ridicos sobre Técnicas Bioquimicas y Molecu-
lares o también conocido como Grupo de Con-
sulta del BMT, y que contiene los puntos que se
describen a continuacion.

1. El Grupo de Consulta del BMT debera
evaluar los posibles modelos de aplica-
cién propuestos por el Comité Técnico,
sobre la base de los trabajos realizados
por el BMT y los subgrupos sobre cul-
tivos, para la utilizacion de las técnicas
bioguimicas y moleculares en el examen
de la distincién, la homogeneidad y la es-
tabilidad en relacién con:

a). la conformidad con el Convenio de
la UPOV.

b). las posibles repercusiones en la
eficacia de la proteccion, comparada
con la obtenida mediante los métodos
actuales del examen, y pronunciarse
sobre la eventual disminucion de la
eficacia de la proteccion ofrecida
mediante el sistema de la UPOV.

2. Al realizar su evaluacién, el Grupo de
Consulta del BMT podra remitir cues-
tiones concretas al Comité Administrati-
vo y Juridico o al Comité Técnico para
proveer de aclaraciones o informacién
complementaria, segun se considere
apropiado.

3. El Grupo de Consulta del BMT informara
al Comité Administrativo y Juridico so-
bre su evaluacion, tal como consta en el
parrafo 1, pero esta evaluacién no sera
vinculante para la postura del Comité Ad-
ministrativo y Juridico.

4.

(UPQOV TC/38/14 — CAJ/45/5, 2002)

A lo largo de los 15 afios de existencia del
grupo BMT, se han formado diversos subgru-
pos de trabajo especificos por cultivo o grupos
de cultivos, denominados formalmente Subgru-
pos de Cultivos. Los que existen actualmente
son los siguientes: papa; rosa; cafa de azucar;
trigo y cebada; maiz; colza; raigras; soja; toma-
te y el grupo horizontal de cultivos de propaga-
cion vegetativa.

Estos grupos analizan el tema segun las
caracteristicas especificas de cada especie o

grupo de especies, facilitando la discusion vy
agilizando la toma de decisiones.

Modelos para la posible introduccién de

técnicas moleculares en los estudios DHE

En el afio 2001, durante la 7ma sesion del
Grupo BMT, éste considerd de importancia que
el Grupo de Consulta del BMT pudiera tomar
sus decisiones legales y politicas sobre la base
de diversos modelos para el uso de marcado-
res moleculares en los ensayos DHE, y que
ademas éstos deberian estar definidos por los
expertos de los Subgrupos de Cultivos.

Los modelos para el uso de técnicas bio-
quimicas y moleculares en los estudios DHE
aceptados son los siguientes:

1. Las caracteristicas moleculares como
predictivas de caracteristicas tradiciona-
les. Utilizacion de caracteres molecula-
res que se vinculan directamente con los
caracteres tradicionales (marcadores ge-
néticos especificos): los marcadores mo-
leculares que se vinculan directamente
con los caracteres tradicionales pueden
resultar utiles para examinar los caracte-
res tradicionales que no pueden obser-
varse facilmente o de manera coherente
en el terreno, o requieren disposiciones
especiales adicionales (por ejemplo, los
caracteres de resistencia a las enferme-
dades). Debera demostrarse que existe
un vinculo fiable entre el marcador y la
expresion del caracter. Por ejemplo el
caracter de tolerancia a herbicidas, intro-
ducido por modificacién genética. Este
modelo tiene una serie de supuestos:

* el ensayo para el marcador debe reali-
zarse sobre el mismo numero de plantas
individuales, la misma cantidad de afios
y los mismos criterios que para los ensa-
yos a campo.

» debe verificarse que realmente el marca-
dor esta ligado al gen.

* si se tienen distintos marcadores para la
misma caracteristica, éstos se conside-
raran como distintos métodos para eva-
luar esa caracteristica.

+ sise tienen distintos genes que confieren
la misma caracteristica, éstos se consi-
deraran como distintos métodos para

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal I| 345



evaluar la misma caracteristica.

si existen distintos marcadores ligados
a diferentes elementos regulatorios para
el mismo gen, estos marcadores seran
considerados como distintos métodos

para evaluar la caracteristica.

Sobre estos dos ultimos puntos se deja asen-
tado que se podran hacer consideraciones, en
tanto que pueden existir distintos mecanismos
de accién de los genes (que otorguen ciertas
diferencias) y que algunos elementos regulato-

rios son comunes a varios genes.

2. Comparacién de niveles de umbral para

En
para
trapol

fenotipica entre dos variedades. Luego,
se establece la diferencia entre varieda-
des utilizando una distancia molecular. Si
la correlacion entre ambas distancias es
fuerte, se vera algo similar a la figura 1.

este caso el umbral de Distincion Plus
marcadores moleculares, puede ser ex-
ado a partir del umbral basado en carac-

teristicas tradicionales. De esta forma, se to-
maran las mismas decisiones sin importar cual
de los métodos haya sido el utilizado. En los

casos reales, las correlaciones no son tan bue-

nas, observandose una nube de puntos mas

caracteres moleculares con la distancia
minima en caracteres tradicionales para
el manejo de colecciones de referencia:
la clave consiste en determinar si pares
de variedades, que no se consideran dis-
tintas utilizando caracteres tradicionales,
pueden juzgarse distintas al utilizarse
caracteres moleculares, y si dichas deci-
siones podrian ser aceptables para con-
servar el valor de la proteccién. Las pro-
puestas presentadas deberan basarse
en una evaluacion de la distancia gené-
tica en lugar de en un enfoque caracter
por caracter y podran ser utilizadas en
la gestién de las colecciones de referen-
cia. Es decir, lo que busca esta opcion
es llevar menor cantidad de variedades
de la coleccién a campo, de manera de
minimizar costos. Lo importante de este

sistema es que se debe establecer
un nivel de distincién, que se de-
nomina Distincion Plus, en el que
la diferencia entre dos variedades
sea altamente evidente. Aquellas
variedades que resulten no dis-
tintas en esta primera evaluacion,
seran evaluadas en un examen a
campo, donde se podra determi-
nar si realmente son distintas o no
a las variedades nuevas que se
requiere ensayar. La propuesta de
esta opcion es la obtencion de un
umbral de Distincién Plus basado
en caracteristicas moleculares. En
esta propuesta, el primer paso es
evaluar las caracteristicas tradicio-
nales y establecer una diferencia

Distancia medida

usando caracteres

morfolégicos
.
L]

dispersa (figura 2):

Los métodos no coinciden en el grado de
distincion para los pares de variedades que

Umbral
usando
marcadores

moleculares

Umbral
usando

usando caracteres

Distancia medida
morfolégicos

caracteres
tradicionales

Distancia medida usando marcadores moleculares

Figura 1. (Adaptado de TC/38/14 — CAJ/A5/5,

Anexo pégina 5).
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Cuadrante 3
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Distancia medida usando marcadores moleculares
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caen dentro de los cuadrantes 3 y 4. Para los
pares de variedades que caen dentro de los
cuadrantes 1 y 2, las decisiones tomadas no
tendran impacto en la protecciéon. Respecto del
cuadrante 3, las decisiones tampoco tendran
impacto en la proteccion, ya que esos pares de
variedades deberan pasar por la evaluacion a
campo. En el caso del cuadrante 4, los pares
de variedades estan por debajo del umbral de
distincion tradicional (por lo tanto serian simi-
lares), pero resultan distintas utilizando carac-
teristicas moleculares. Para evitar posibles in-
convenientes al poner en practica este método,
ambos sistemas deben ser corridos en paralelo
y se deberan determinar umbrales lo suficien-
temente altos (con marcadores moleculares)
de manera de minimizar estos casos. Este sis-
tema ha sido calibrado en Francia para el caso
del maiz utilizando caracteres basados en pro-
teinas. Los supuestos de esta opcién son los
siguientes:

+ Sesupone que las diferencias calculadas
entre variedades utilizando marcadores
moleculares, incluyen a las diferencias
encontradas dentro de las variedades.

+ Esta opcion sera utilizada para estable-
cer la Distincion Plus para el manejo de
las colecciones de referencia.

* La metodologia utilizada es lo suficiente-
mente robusta y repetible.

3. Creacion de un nuevo sistema: esta op-
cion se basa en la utilizacion de caracte-
res moleculares del mismo modo en que
se utilizan los caracteres no moleculares
existentes. Este enfoque significa que
las diferencias claramente distinguibles
en los caracteres moleculares se consi-
derarian niveles de umbral para evaluar
la Distincidn. Para esta opcion es funda-
mental analizar las repercusiones que
podria tener el nuevo sistema, en el nivel
de la proteccion, en comparacion con el
sistema actual. Esto se puede llevar a
cabo mediante la revisién de las posibles
diferencias en las decisiones tomadas
utilizando uno u otro sistema. Este nuevo
sistema se ha ensayado utilizando fun-
damentalmente marcadores SSR (Short
Sequence Repeat o microsatélites) y mas
recientemente marcadores SNP (Single

Nulceotide Polymorphism o polimorfismo
de nucléotido simple) en rosa y también
existen algunos ejemplos en trigo y vid,
ninguno de ellos actualmente aceptado
por la UPOV. Como ejemplo, a continua-
cion se describe brevemente como seria
el ensayo en el caso de rosa. Para esta
especie se han preseleccionado 7 mar-
cadores SSR. La prueba se lleva a cabo
sobre dos plantas individuales de cada
variedad candidata. Si ésta tiene al me-
nos 3 bandas o picos, diferentes respecto
de las otras variedades, se la considera
distinta, y se podra luego realizar el en-
sayo a campo para evaluar la estabilidad
y la homogeneidad. En el caso de que
no sea distinta, se la evaluara con otros
7 marcadores SSR. Si se encuentran al
menos 3 bandas o picos de diferencia,
entonces se la considerara distinta y se
la evaluara a campo para determinar si
es homogénea y estable. Si no se logra
la distincion, se considera que es una va-
riedad ya existente o una mutante y se la
evaluara a campo tanto para determinar
la homogeneidad y la estabilidad como
para determinar la distincién, siempre
utilizando caracteristicas no molecula-
res. El riesgo, en cuanto a mantener el
nivel de protecciéon, de esta opcion es
que puede ocurrir que variedades que
no hayan sido consideradas distintas
usando las caracteristicas tradicionales,
sean consideradas distintas basandose
en esta opcién. Si bien la probabilidad de
que eso ocurra es baja, la UPOV aun no
ha aceptado a este nuevo sistema
(UPQV TC/38/14 — CAJ/45/5, 2002).

Otros modelos de uso de las técnicas

bioquimicas y moleculares

El grupo BMT tiene dentro de su alcance la
posibilidad de discutir temas de identificaciéon
de variedades y referidos a las variedades
esencialmente derivadas. Ademas de la posi-
bilidad de usar a los marcadores moleculares
para los exdamenes DHE, éstos también pue-
den ser utilizados para la identificacion de va-
riedades a fin de dar respuesta a dos temas de
gran interés para la UPQV:
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a. Hacer valer el derecho del obtentor.

b. Evaluar la derivacion esencial.

Estos posibles usos de los marcadores de
ADN tienen una definicibn mas reciente en el
ambito de la UPQV, discutiéndose las diferen-
tes propuestas técnicas dentro del grupo BMT.

Hacer valer el derecho del obtentor, técnica-
mente significa que se debera establecer un
sistema tal que se pueda realizar una identifi-
cacion unica de cada variedad de interés (por
ejemplo todas las de la coleccion de referencia
de un pais, o una regién 0 mas ambiciosamen-
te, a nivel mundial). Para esto es necesario
contar no sélo con material original (provistos
por las empresas criadero o por los organis-
mos oficiales), sino también de marcadores
técnicamente validados, en lo posible en el
ambito regional o mundial. Los marcadores a
utilizar deberan ser de uso publico, asi como
también las metodologias de analisis y se uti-
lizaran la menor cantidad de marcadores posi-
ble tal que se pueda identificar a las variedades
que ya tengan titulo de propiedad, a la vez que
haya un margen para que se puedan incorporar
nuevas variedades al sistema. Estos sistemas
requeriran la construccion de bases de datos
compatibles entre paises para poder realizar
cualquier intercambio de informacion.

Actualmente, en el ambito de ISTA (Interna-
tional Seed Testing Association), se estan lle-
vando a cabo ensayos de validacion de marca-
dores SSR sobre 4 especies de interés econo-
mico mundial.

En el caso de la derivacién esencial, se bus-
ca determinar si una variedad deriva de otra
que ya tiene titulo de propiedad. Esto actual-
mente es posible realizarlo llevando a cabo un
ensayo a campo que puede durar entre 2y 3
anos. Los marcadores de ADN pueden acortar
estos tiempos a unos pocos meses si se cuen-
ta con un sistema adecuado de evaluacion de
la derivacion.

En este caso la propuesta es evaluar gran
cantidad de marcadores (no menos de 150 a
200 marcadores) de manera tal de “saturar” el
genoma y asi determinar el grado en que se dis-
tinguen una variedad de la otra. Para eso debe
definirse un umbral de distincién, que se estable-
ce usando pares de variedades de genealogia
conocida o pares de aquellas que han sido pro-

ducidas usando los métodos que pueden llevar
a derivacion, y calculando la similitud. Su mag-
nitud dependera de la especie, de la variabilidad
genética y del proceso de mejoramiento.

Si al evaluar dos plantas, la similitud de las
mismas esta por debajo del umbral, se puede
decir que las plantas son distintas. Pero si la si-
militud supera al umbral, estaremos en una zona
de “posible derivaciéon” y entonces se deberan
llevar a cabo los ensayos a campo (figura 3).

Zona de no derivacién Zona de posible derivaciéon

|
\
umbral

Similitud genética

100%

Figura 3. Esquema de umbrales de distincion para
variedades esencialmente derivadas. (Adaptado de
Le Buanec, 2007).

Selecciéon de marcadores moleculares y
construccion de bases de datos:
directrices del BMT

Durante la 8va sesién del grupo BMT en

2003, se entendid que era necesario comenzar
a armonizar metodologias para la generacion
de datos moleculares a fin de asegurar la cali-
dad de los datos producidos y para que éstos
ademas sean aceptados universalmente a fin
de ser usados en la caracterizacién de varieda-
des. También se consideré fundamental poder
establecer normas o ejemplos de disefios de
bases de datos, especificas para datos mole-
culares de distinto tipo. Estas consideraciones
se plasmaron en los borradores de las Directri-
ces del BMT.

Este texto, que aun sigue en discusion, con-

tiene lo siguiente:

» definiciones generales.

» criterios basicos para la seleccion de me-
todologias adecuadas.

» criterios generales para la seleccion de
marcadores y criterios especificos por
tipo de marcador.

» consideraciones sobre el origen y tipo de
material a analizar y sobre la cantidad de

348 Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il



plantas o semillas requeridas en cada
caso (tamafio de muestra segun tipo de
propagacion del material).
* consejos sobre el uso de materiales de
referencia y la calidad de ADN requerido.
* Consejos sobre la forma de interpreta-
cion de los datos y de los resultados.

A continuacion se presenta un resumen de los
diversos puntos sobre seleccion y uso de mar-
cadores de ADN para poder generar datos de
calidad y que sean universalmente aceptados:

a. considerar un analisis basado en estudios

de especie por especie.

b. acordar el tipo de marcador.

c. acordar sobre el equipamiento a utilizar y

la plataforma de deteccion.

d. acordar sobre los laboratorios que se in-

cluyan en un posible ensayo entre labora-

torios.

e. acordar sobre criterios de calidad.

f. verificar la fuente del material vegetal con

el que se trabaja.

g. acordar qué marcadores se utilizaran en

un primer ensayo colaborativo, cuales labo-

ratorios y sobre qué plataformas distintas.

h. conducir un ensayo colaborativo.

i. desarrollar un protocolo para evaluar los

datos moleculares.

j- acordar sobre el material vegetal y el grupo

de materiales de referencia a ser analizado y

el origen del mismo (por especie).

k. analizar la coleccién de referencia en dife-

rentes laboratorios, con diferentes sistemas

de deteccion, realizando analisis por duplica-
do, e intercambiando muestras y extraccio-
nes de ADN si ocurre algun problema.

I utilizar variedades, muestras de ADN y/o

alelos de referencia en los analisis.

m. verificar cada etapa, incluyendo la entra-

da de datos. En lo posible automatizar.

n. llevar adelante un ensayo “ciego” en dife-

rentes laboratorios utilizando la base de da-

tos.

0. adoptar un procedimiento de manera tal

de poder incluir nuevos datos.

(UPOQV BMT Guidelines-proj-8, 2007)

En definitiva este texto indica que los ensa-
yos que se realicen utilizando marcadores de
ADN, deben estar validados a través de un en-
sayo inter-laboratorio.

En este sentido la Asociacion Internacional
de Analisis en Semillas (ISTA), comenzdé en
2007 a conducir ensayos inter-laboratorio con
fines de identificacién de variedades mediante
la técnica de microsatélites (SSR) para cuatro
especies de interés comercial mundial: trigo,
soja, maiz y arroz.

Consideraciones finales

La postura de la UPQV respecto de los mar-
cadores moleculares es objeto de evaluacion
continua debido a la evolucién constante de es-
tas técnicas y a las nuevas posibilidades que
ofrecen en linea con los criterios del organismo.

Conforme a la actual postura de la UPOV,
es posible aplicar los planteamientos del punto
1. (las caracteristicas moleculares como cua-
lidades predictivas de caracteristicas tradicio-
nales) ya que basandose en las premisas de
la propuesta, ésta esta en conformidad con el
Convenio de la UPOV y no mermaria la efica-
cia de la proteccion suministrada en virtud del
actual sistema. También es posible aplicar lo
descrito en el punto 2. (comparacion de niveles
de umbral para caracteres moleculares con la
distancia minima en caracteres tradicionales),
ya que cuando se utilizan para la gestion de
colecciones de referencia esta en conformidad
con las disposiciones del Convenio de la UPOV
y no mermaria la eficacia de la proteccion su-
ministrada en virtud del sistema actual.

Sin embargo, la UPOV considera que no se
ha alcanzado un acuerdo respecto de los plan-
teamientos del punto 3. (creacion de un nuevo
sistema basado en marcadores de ADN). Se
ha observado que no existe consenso en rela-
cion con la aceptacion de dicha opcién ya que
se considera que no hay conformidad con el
Convenio de la UPOV. Tampoco hay acuerdo
respecto de si mermaria la eficacia de la protec-
cion suministrada en virtud del actual sistema.
Asimismo se ha expresado la preocupacion de
que si se adopta dicho enfoque, podrian utili-
zarse un numero ilimitado de marcadores para
encontrar diferencias entre variedades que es-
tén en el plano genético que no necesariamen-
te se reflejen en caracteres morfoldgicos (ca-
racteres en los que se basa el sistema actual
de la UPQV).

Finalmente se han observado una serie de
cuestiones generales, como por ejemplo la ac-
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cesibilidad a las técnicas protegidas por paten-
tes, la necesidad de tener en cuenta la relacion
costos-beneficios de estos nuevos enfoques,
la importancia de la relacion que existe entre
los caracteres fenotipicos y las técnicas mole-
culares vy, finalmente, la necesidad de exami-
nar también la Homogeneidad y la Estabilidad
en los mismos caracteres que se utilizan para
examinar la Distincién (UPOV TC/41/7, 2005).
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