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Resumen

Generar dobles haploides (DH) es una herramienta que brinda innumerables
ven-tajas a los programas de mejoramiento en varios cultivos. Lograr homocigosis
en una sola generacion, incrementa la ganancia genética y la tasa de rendimiento de
los culti-vares. Ademas, permite la fijacion de alelos raros, logrando se incremente la
diversidad genética. En este proyecto se ajustaron diferentes etapas claves para esta
metodologia que permitiran aumentar la eficiencia de obtencién de DH. Se ajusté la
sincronizacién de fechas de floracion de trigo y maiz. Para el tratamiento hormonal,
la doble dosis de spray con 2,4-D 100 mg/l fue la 6ptima. EL medio de cultivo para
embriones mas efi-ciente resulté ser adicionando 2 g/l de carb6n activado. La
duplicaciéon cromosémica resulté con colchicina 0,1% en plantas con 4-5 macollos
durante 6 horas. Ademas, se optimizaron las condiciones para el desarrollo de la
planta tanto haploide como DH. En el ultimo afio se lograron obtener 30 lineas DH,
las cuales se encuentran en etapa de multiplicacion para su préxima evaluacion
tanto molecular como agronémica. Se esta evaluando como polinizador maiz dulce,
el cual podria mostrar ventajas en cuanto a la cantidad y viabilidad del polen,
favoreciendo la obtencién de trigos DH.
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INTRODUCCION

Una planta con un niamero cromosémico gamético se llama planta haploide (del
término griego “haplous”, que significa “Gnico”). Pueden surgir de manera natural o
como resultado de diferentes procedimientos de induccién (Watts et al., 2018). Este
fenémeno puede ocurrir espontaneamente en la naturaleza, pero es raro, o puede ser
inducido mediante métodos in vitro o in vivo (Dwivedi et al., 2015). Las plantas haploi-
des fueron descubiertas por primera vez en 1922 por Blakeslee y sus colegas cuando
estudiaban Datura stramonium. En 1964, Guha y Maheshwari produjeron in vitro plan-
tas haploides de Datura a partir de anteras, lo que aumento el potencial de la haploidia
en la mejora de plantas. Desde entonces, se han publicado muchos informes sobre
muchas otras especies de plantas incluyendo su uso para la produccién de nuevos cul-
tivares. Muchas caracteristicas diferencian a las plantas haploides de sus equivalentes
diploides. Las plantas haploides tienen un tamafo pequefo, hojas estrechas y un creci-
miento relativamente lento, lo cual se debe en parte a su tamafio celular reducido; en
general, el volumen celular en las plantas esta directamente relacionado con su nivel
de ploidia (Dunwell, 2010).

Las plantas haploides proporcionan informacién valiosa sobre la recombinaciény el
control genético del apareamiento cromosédmico. Quizas el uso mas significativo de las
plantas haploides fue para la mejora de cultivos y la produccién de haploides dobles
en la mejora de plantas, lo que acorta significativamente los ciclos de reproduccion
mediante la fijacion genética simultanea en cada locus dentro de un solo paso genera-
cional (Kalinowska et al., 2019).

En el trigo pan (Triticum aestivum L.) cuyo formula genémica es 2n = 6x = 42, es un
poliploide con meiosis completamente equilibradas, por su comportamiento meioti-
co disémico regulado genéticamente. Por lo tanto, sus gametos poseen una formula
genémica 2n = 3x = 21 cromosomas con la composiciéon genémica integrada por tres
genomios ABD (Basu et al., 2011).

Una de las metodologias que se ha desarrollado en la Gltima década, es la de cru-
zamientos amplios de trigo por maiz (Cuadro 1). Si bien las etapas de este proceso
estan disponibles, su aplicacion depende de una diversidad de factores que deben ser
evaluados, ajustados y probados localmente para su utilizacién en un programa de me-
joramiento. Esta técnica consiste en usar el trigo como progenitor femenino y el maiz
como progenitor masculino.
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Cuadro 1. Diferencias entre mejoramiento clasico y acelerado por generacion de doble haploides.

El presente trabajo presenta los resultados mas importantes alcanzados por el Pro-
yecto PID UNER 2218 y sus posibles lineas de continuidad a partir de los mismos. Los
objetivos del presente proyectos han sido cumplidos en su totalidad y se han inves-
tigado algunas lineas de acuerdo con los resultados parciales obtenidos durante la
ejecucién de este.

Descripcion general de la metodologia desarrollada

En el presente proyecto se trabajo en el desarrollo de una plataforma que permita
generar plantas haploides de trigo en coordinacién con un programa de mejoramiento
convencional, con la finalidad de acelerar el proceso de crianza de nuevo germoplas-
ma para Entre Rios. Los recursos presupuestarios limitados han definido algunas for-
mas de trabajo que se pueden detallar brevemente como sigue.

A-Siembra

Para no tener sobrecarga de castraciones y polinizaciones en un corto periodo de
tiempo, se tomé la decisién de realizar siembras escalonadas, tanto de trigo como de
maiz, de manera de tener un nimero manejable de plantas para realizar los cruza-
mientos. De esta manera, la siembra de ambos cultivos comenz6 a mediados de cada
diciembre, momento en el que ya se contaba con las plantas de trigo de F2 con un buen
numero de semillas. Las siembras comenzaron en invernaculo (con radiador de agua
y ventiladores para bajar la temperatura) tanto de maiz como de trigo. Las mismas se
sembraron cada 10-15 dias, de manera de que al momento de floraciéon poder tener
tanto ovarios maduros y receptivos como polen de maiz disponible. Esto, se llevé ade-
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lante hasta mediados de agosto, momento en que se detuvieron las siembras, ya que
las floraciones de ambos cultivos se vieron afectadas por las elevadas temperaturas y
por diferentes tipos de plagas fungicas e insectiles, especialmente el trigo.

Esta forma de siembra conllevo al desafio de lograr las mejores condiciones ambien-
tales para cada cultivo. Durante los meses de mayo, junio y julio, se aplicé un fotoperiodo
de 16 horas, para evitar el engrosamiento de la pared del pericarpio en el trigo y evitar
los efectos adversos que tiene este hecho sobre la produccién de embriones (Abdollah-
zadeh et al. 2017; Bento et al.,, 2013; Li et al. 2021; Pérez-Gianmarco et al. 2018).

La siembra de maiz se realiz6 unicamente en invernaculo con la finalidad de tener
un mejor control de las temperaturas minimas. En cuanto a las siembras de trigo, se en-
contré que las realizadas en fechas éptimas en el campo tuvieron un buen desarrollo
en comparaciéon con las sembradas en invernaculo. Sin embargo, las siembras tardias
en el campo presentaron un periodo vegetativo mas corto y dificultades para obtener
espigas y flores 6ptimas debido a las condiciones ambientales. Cuanto mas avanzado
se encontré el afo calendario, se observaron la presencia de enfermedades y plagas,
como carbén, roya y trips, que afectaron la calidad de las plantas y la produccién de
embriones haploides.

Se utilizaron 3 macetas de 10 litros por poblacién F2 de trigo, con 5 semillas cada
una por época de siembra y 10 macetas con 2 plantas de maiz cada una por fecha de
siembra. La tierra utilizada fue mezcla de tierra de un suelo molisol con tierra de turba
y perlita en una mezcla de 4:4:2 partes, respectivamente. Se fertilizo a la semana de
siembra con N:P:K.

Figura 1. Macetas en invernaculo con poblaciones F2 de trigo

En junio, las siembras de trigo se continuaron en recinto, el cual se corresponde una
estructura metalica de considerables dimensiones y recubierta por una malla antiafi-
dos, que permite detener parcialmente el ataque de insectos y pajaros (Figura 2a). De
esta manera se disminuyeron el nimero de aplicaciones de productos contra insectos,
lo que permitié un menor riesgo en la manipulacién de las plantas en el momento de
castraciény polinizacién, ademas cuenta con un sistema de pulverizacién de agua, que
permite mantener las plantas con adecuada provisién de agua. La siembra se extendio
hasta fines de octubre, momento en que las condiciones ambientales ya no favorecian
el desarrollo de los cariopses por las elevadas temperaturas, el ataque de enferme-
dades fungicas (Ej. Carbén) y el ataque de insectos. Las condiciones adversas de estas
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épocas extremas dieron como resultado baja produccién de embriones y muchas veces
nula produccién.

O, ®

Figura 2. a) Siembra de poblaciones F2 de trigo en recinto b) Siembra de maiz en invernaculo de manera esca-
lonada

La siembra de maiz se realizd Unicamente en invernaculo con la finalidad de tener
un mejor control de las temperaturas minimas (Figura 2b).

B-Castracion, polinizacion y tratamiento hormonal

La castracion se realiz6 24 horas antes de la polinizacién. La emasculacién se llevé a
cabo cuando las plantas se encontraban en el estadio Z5.0 (Zadoks et al. 1974) (Figura
3 a), luego las espigas fueron cubiertas con sobres de papel para evitar la desecacion
y la polinizacién con polen ilegitimo. En cada polinizacion se utilizdé polen fresco de
maiz (Figura 5b) y las espigas se cubrieron nuevamente con sobres (Figura 5c).

O, ® ©

Figura 3. a) Espiga de trigo en condiciones de ser castrada. b) Panoja de maiz con sus anteras llenas de polen para
ser extraido. ) Espigas de trigo castradas y polinizadas con sobres hasta 48 horas después de la polinizacion

Posteriormente al cruzamiento, los cromosomas de maiz degenerany el embrién for-
mado poseesoloelcomplementocromosémicodeltrigo,sinproducciéonde endosperma.
Lafrecuenciadeformacionyretenciondeembrioneshaploides generados, estaaltamen-
te influenciada por la aplicacion externa de reguladores de crecimiento como el acido
2,4-diclorofenoxiacético(2,4-D)(Marshalletal., 1983)cuandoseaplicapost-fecundacion,
y permite la sobrevivencia de los embriones hasta el momento de ser rescatados in vitro.
Se probaron tres formas de aplicacion hormonal para lograr la retenciéon embrionaria
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como sigue:
1. 1) Inyeccion en el entrenudo superior de espigas polinizadas (Srivastava &
Bains, 2018; Brazauskas, et al., 2005; Wedzony & Van Lammeren, 1996)
2. 2)Triple spray en las espigas (Meenakshi Santra et al., 2017)
3. 3)Gotaencadaunade las espiguillas (Hanif Khan et al., 2017; Arzu & Savaskan,
2014).

Cada tratamiento se realiz6 a las 24 y 48 horas después de su polinizacién, con una
solucion de 100 mg/L 2,4-D+DMSO (2%) (Figura 4).

@ ® ©

Figura 4. Métodos de aplicacion hormonal a) Inyeccion en el entrenudo superior. b) Triple spray en las espigas. c)
Gota en cada una de las espiguillas.

Los mejores resultados se obtuvieron con la aplicacién a las 24 y 48 horas después
de la polinizacién con el método de spray. Esto podria deberse a una mejor dosifica-
cion en el tiempo, sin mojar excesivamente las espiguillas, permitiendo una mejor oxi-
genacion de los tejidos y una mayor supervivencia de los embriones.

C- Rescate de embriones de los cariopses

Luego de 15-20 dias pos-polinizacién se cortaron las espigas y se extrajeron los ca-
riopses. Los cariopses fueron esterilizados con alcohol 70% por 1 minuto y lavandina
comercial (52 g/l hipoclorito de sodio) al 20% durante 10 minutos en camara de flujo
laminar, y se realizaron cinco enjuagues con agua bidestilada estéril.

Fueron transferidos a placas de Petri estériles para su diseccion bajo lupa con bistu-
ri. Se fijé el cariopse por el cepillo con pinza, se abrié con bisturi para ver los embrio-
nes. Se consideraron embriones haploides cuando se observé el embrién suelto eny
sin endosperma. Se registro el nimero de embriones por espiga. La Figura 5 muestra
cariopses obtenidos y el embrién producido por uno de los cariopses.
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Figura 5. a) Cariopses extraidos de una espiga y b) embrion haploide obtenido de un cariopse sin endosperma

Investigaciones realizadas por Johansson et al. (1982) indican que la adicién de car-
bén activado (CA) al medio mejora la embriogénesis a partir de microsporas en algunas
plantas. Estudios de Genovesi & Collins (1982) indican que la adicion de CA al medio
basal mejora la respuesta en la produccion de callos o embriones. Ademas, la adicion
de CA en asociacion con el gel de agarosa en el medio de cultivo causa un aumento sig-
nificativo en la induccién de embriones en el cultivo de microsporas de Brassica juncea
(Kott, et al. 1988; Gland, et al. 1988; Prem et al. 2008).

Los embriones rescatados fueron sembrados en condiciones estériles dentro de tu-
bos con 172 Murashige & Skoog (1962) + 30 g/L de sacarosa + 8 g/L de agar, pH 5,8, solo
o con el agregado de carbon activado (2g/L) hasta observar desarrollo de la radicula
y/o coleoptile (1-2 semanas). Luego fueron transferidos a camara de incubacién con
luz, a (25+2)°C (fotoperiodo de 16 h dia - 8 h de oscuridad) (Figura 6a).

Figura 6. a) Embriones rescatados en tubos de ensayo, uno por tubo b) Plantulas creciendo en medio con carbén
activado (izquierda) y sin carbén activado (derecha).

Como puede observarse en la Figura 6b, el tubo que contiene medio con carbén
activado (izquierda) posee una estructura mas desarrollada de raiz, la que posee ra-
mificaciones proximales y pelos radiculares mas profusos. La plantula en el medio sin
carbon activado (derecha), no posee ramificaciones, posee una conformaciéon mas del-
gada, con menos pelos radiculares y de aspecto mas débil. Estas diferencias se han
observado al momento de la duplicacion (Figura 7). Se puede observar una diferencia
notable de desarrollo. A la izquierda una planta que creci6é en medio sin carbén, la cual

1. Syn. de Carduus nutans subsp. leiophyllus (Petrovic) Arénes
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tiene un buen desarrollo, pero mucho menor que la que estuvo en el medio con carbon.
La planta que creci6 en el medio con carbén, aunque aparentemente es mas corta, se
ve arrollada en el extremo, ya que fue limitada su longitud por la base de la maceta,
y el agregado de poliacrilato provoco que fuera muy dificil separar las raices unas de
otra. Por ese motivo se produjo una marafa de raicillas que se mostraban como una
conglomeracién, muy dificil de separar y por temor a dafarla en el intento de separar-
las, se las dejo tal como se las saco de la maceta. Este hecho, deja ver el mayor nimero
de ramificaciones, dando una estructura diferente, mas densa y fuerte en el medio con
carbén.

Figura 7. Raices de plantas haploides crecidas en medio sin carbon activado (izquierda) y con carbon activado
(derecha).

Estas diferencias se vieron en el desarrollo posterior, permitiendo un mejor estable-
cimiento de la planta en aquellas que germinaron y pasaron sus primeros estadios en
un medio con carbén activado, una vez duplicadas las plantas, lo que estaria permi-
tiendo que estas plantas soporten de mejor manera el estrés de la duplicacién con col-
chicina, permitiendo un mejor establecimiento luego de este tratamiento hasta com-
pletar su ciclo y producir semilla diploide estable genéticamente.

D- Transplante de los embriones germinados

Las plantas obtenidas se trasplantaron al tener 1-2 hojas, a macetas con una mezcla
de tierra:perlita (1:1), con el agregado de poliacrilato de K, y colocadas en camara de
crecimiento (25°Cx16 horas de luz y 8 horas de oscuridad). En esta etapa se realiz6 la
rustificacion cubriendo las plantas con vasos plasticos para mantener la humedad y re-
tirandose por periodos cada vez mas prolongados (Figura 8). Luego de su rustificacion
fueron llevadas al invernaculo hasta macollaje.
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Figura 8. a) Plantulas haploides cubiertas por vasos plasticos y b) ya rustificadas en invernaculo.

E- Duplicacion cromosémica de las plantas haploides

Al alcanzar 2-4 macollos (Z2.2 a Z2.4) se retiraron de las macetas, se lavaron las raices y se cortaron
hasta aproximadamente 10 cm, lo mismo se realiz6 con las puntas de las hojas. Luego se sumergieron
durante 6 horas en una solucion de colchicina (concentracion) mas DMSO (2%). Se dejaron en campana
de extraccion de gases, dejando las raices sumergidas en la solucién de colchicina, con un aireador de
pecera (Figura 9). Luego se colocaron bajo flujo de agua corriente hasta el otro dia (overnight) y se plan-
taron nuevamente en tierra en macetas de 1 litro y colocadas en camara de crecimiento (25°Cx16 horas
deluzy 8 horas de oscuridad) para su recuperacién. Una vez recuperadas del tratamiento de duplicacién
se trasladaron al invernaculo hasta completar su ciclo para la extraccién de semillas doble haploides.

Figura 9. Plantas haploides de trigo con raiz sumergida en colchicina con aireador

El numero de semillas obtenido por planta duplicada fue muy dispar, desde una
semilla Unica hasta varias por linea DH producida. El nimero de semillas por espiga
también fue variable, desde una semilla, hasta varias. Por lo general, las semillas que
produjeron estas plantas fueron de buen aspecto y sanidad. Las plantas después de la
duplicacién produjeron diferente nimero de macollos, algunos fueron macollos con
espigas que produjeron semillas y otros con espigas totalmente estériles. Esto es una
evidencia sobre la caracteristica quimérica del tejido haploide/diploide, que les dio
origen, presentando tanto células haploides (espigas estériles) como células diploides
(espigas fértiles).

Los genotipos correspondientes a las poblaciones segregantes F2 fueron provistos
por el Programa de Mejoramiento Genético de la EEA Parana del INTA.

Los Recursos Presupuestarios fueron otorgados por el PID UNER 2218 y el Proyecto
de PE.I126 de Mejoramiento Genético de Trigo de INTA.
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