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ABSTRACT

Conventional breeding can be complemented by different strategies that increase the
efficiency of the methodologies and the current rate of increase in yields in order to meet
demand. The use of molecular markers with the aim of developinglinkage maps of the species,
the use of Blup (Best Linear Unbiased Prediction) for an efficient selection of progenitors to
hybridize, the use of in vitro culture to artificially increase the number of F, plants or the use
of digital phenotyping for efficient digital characterization that can be performed during the
periodic and routine regeneration of accessions in germplasm collections.

Key words: Molecular markers, Blup, in vitro culture, digital phenotyping.

RESUMEN

El mejoramiento convencional puede ser complementado mediante diferentes estrategias
que incrementen la eficiencia de las metodologias y la tasa actual de aumento de los
rendimientos a fin de satisfacer la demanda. El uso de marcadores moleculares con el
objetivo de desarrollar mapas de ligamiento de la especie, el uso de Blup (Best Linear Unbiased
Prediction) para una seleccion eficiente de progenitores a hibridar, el uso del cultivo in vitro
para incrementar artificialmente el nimero de plantas F, o el uso de fenotipificacion digital
para una eficiente caracterizacion digital que puede realizarse durante la regeneraciéon
periddica y rutinaria de accesiones en colecciones de germoplasma.

Palabras clave: Marcadores moleculares, Blup, cultivo in vitro, fenotipificacion digital.
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ESTRATEGIAS EN UN PROGRAMA DE MEJORAMIENTO DE ARVEJA

INTRODUCCION

Laarveja (Pisum sativum L.) es una leguminosa autégama
de estacion fria y anual que se origina en areas del Medio
Oriente, el este del Caucaso, Iran y Afganistan, y el
oeste de la cuenca mediterranea (Smykal et al., 2011). Su
genoma esta organizado en siete pares de cromosomas
(2n=2x=14) y el tamafio del genoma haploide se estima
en 4,45 Gb (SmykKal et al., 2012). Fueron y son hasta el dia
de hoy una fuente importante de alimento para animales
y humanos. La especie es rica en proteinas, almidon de
digestion lenta, azicares solubles, fibra, minerales y
vitaminas (Dahl et al., 2012).

Teniendo en cuenta que el aumento de la poblacion
mundial requerird una mayor produccion de cultivos
es necesario entonces, incrementar la tasa actual de
aumento de los rendimientos para satisfacer esta
demanda (Tester y Langridge, 2010). Para ello pueden
recurrirse a diferentes estrategias.

Utilizacion de marcadores moleculares

En este contexto, el desarrollo de mapas de ligamiento
se constituye en una herramienta til para maximizar la
probabilidad de éxito, yaque son herramientas poderosas
para la investigacion genética y el mejoramiento, y son
el primer paso en: a) el analisis de rasgos cualitativos y
cuantitativos; b) laintrogresion de genes deseables y loci
de rasgos cuantitativos (QTL); y ¢) clonacién posicional
0 basada en mapas de genes responsables de rasgos
econdmicamente importantes (Semagn et al., 2006).
Diferentes tipos de marcadores se han utilizado para
desarrollar mapas de ligamiento de densidad moderada
en arveja. Loridon et al. (2005), Sun et al. (2014) y Yang
et al. (2015) utilizaron SSR (Simple Sequence Repeats);
Deulvot et al. (2010) utilizaron SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms); Mishra et al. (2009) emplearon ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats) y Barilli et al. (2010)
construyeron sus mapas usando STS (Sequence Tagged
Sites). Nosotros propusimos el uso de Sequence Related
Amplified Polymorphism (SRAP) (Li y Quiros, 2001) para
generar una serie de marcadores distribuidos en todos
los cromosomas de arveja. Desde su desarrollo, estos
marcadores se han empleado en una amplia gama de
especies para la estimacion de la diversidad genética
(Bermejoetal.,2014; Zheng et al., 2017; Kumar y Agrawal,
2017), en la construccién de mapas (Martin et al., 2013;
Padmakar et al., 2015) y en analisis QTL (Liu et al., 2016;
Martin et al., 2016).

Para su desarrollo se gener6 una poblacion de
mapeo F, derivada de un cruzamiento inicial entre
dos cultivares DDR11 (The Indian Council of Agriculture
Research) y Zav25 (material local derivado de nuestro
programa) que son contrastantes para la mayoria de las
caracteristicas relacionadas con el rendimiento, como el
nimero de vainas y semillas por parcela. Se evaluaron
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un total de 25 combinaciones de cebadores SRAP en
plantas F, y en ambas lineas parentales, generando
208 bandas/marcadores polimoérficos. Este primer
mapa de ligamiento (Guindén et al., 2016) const6 de
112 marcadores genéticos distribuidos en 7 grupos de
ligamiento (LG), que cubren un total de 528,8 cM. La
longitud de los LG vari6 de 47,6 a 144,3 cM (media 75,54
cM), con 9 a 34 marcadores.

Posteriormente y en un trabajo en conjunto con el
Dr. Thomas Warkentin del Crop Development Centre,
Department of Plant Sciences, de la Universidad de
Saskatchewan, (Canada), se profundizé en el desarrollo
de un mapa de ligamiento genético usando SRAP, SSRy
SNP para identificar QTL que controlan los caracteres
relacionados con el rendimiento. Una poblacién F, y
sus familias F,, derivadas de un cruce inicial entre cvs.
Explorer (desarrollada por Svalof Weibull en Suecia),
variedad a semi-afila, con color verde de cotiledén
y vainas y granos de tamafio intermedio y DDR14
(desarrollada por Indian Council of Agriculture Research),
foliosa, con cotiledon color amarillo, vainas y granos de
gran tamaiio, fueron evaluadas con SRAP, SSRy técnicas
GBS, que demostraron ser eficientes, generando un
conjunto de 872 marcadores polimoérficos para mapeo
de ligamiento. El mapa resultante consté de 128 genes
marcadores distribuidos en 9 grupos de ligamiento (LG)
(Figura 1 ay b), que cubrieron 655,5 cM. La longitud de
los LG oscilé entre 49,1y 114,8 cM, con 8 a 26 marcadores.
La deteccion de QTL fue realizado utilizando el método
mapeo de intervalo compuesto (CIM). Se detectaron un
total de 45 QTL a través del generaciones y ambientes
evaluados. Todos ellos fueron QTL importantes que
explicaron mas del 10% de la variacion fenotipica
(Guindon et al., 2019b).

Estos estudios nos permiten aplicar estos
conocimientos en el programa de mejora asistida por
marcadores moleculares.

Seleccion eficiente de progenitores a hibridar: Uso de BLUP

Diferentes criterios han sido empleados para la seleccion
de variedades a hibridar para generar una poblacién F,
susceptible de ser seleccionada. Un primer criterio esta
basado en la explotacién de la heterosis para diferentes
caracteres agrondmicos luego de la hibridaciéon ya
que existe una correlaciéon positiva entre heterosis y
alta frecuencia de lineas recombinantes transgresivas
(Rieseberg et al., 1999; Esposito et al., 2014; Joshi et al.,
2015, Guindon et al., 2018). Un segundo criterio consiste
en la seleccion de variedades basado en sus valores
fenotipicos, pero no es el mas adecuado al estar estos
valores fenotipicos influenciados por el efecto de las
desviaciones ambientales. Un tercer criterio esta basado
en la utilizacién de valores genotipicos.

Lorenzana y Bernardo (2009) evaluaron la precision
de diferentes métodos para la prediccion de valores
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Figura 1. Relaciones entre las 110 familias F, derivadas de Explorer (P2) y DDR14 (P1) en base al andlisis de
componentes principales. Las familias dentro del circulo son transgresivas para ndmero de semillas y vainas.

La posicion de los padres es indicada en rojo.

genotipicos y concluyeron que el enfoque BLUP
(Best Linear Unbiased Prediction) es el mejor método
para predecir los valores genotipicos en poblaciones
biparentales ya que se corrigen mejor las variaciones
extrafias, se pueden analizar datos desbalanceados y se
puede incorporar la informacién del pedigri (Piepho et
al., 2008).

Guindoén et al. (2018) aplicaron BLUP parala prediccion
de valores genotipicos utilizando datos morfolégicos
de diferentes afios correspondientes a las variedades
progenitoras, la generacion F, y las poblaciones F, ya
que la poblacién F, al no poderse replicar fue imposible
establecer el modelo lineal para la obtencién de los
valores BLUP. Este analisis permitié la correccién por
efectos ambientales. Estas estimaciones se utilizaron
para el analisis genético de diferentes caracteres. Se
observo heterosis para ntimero de vainas (27,1%) vy
nimero de semillas (23,3%), caracteres que tienen un
efecto directo sobre el rendimiento.

Un analisis de componentes principales (PCA) se
realizé utilizando datos de BLUP para obtener una
representacion grafica de la estructura de relaciones de
las 110 familias F, (Figura 2). Se calcularon las distancias
de Manhattan y la matriz de distancias se someti6 a
un analisis de agrupamiento utilizando el promedio
ponderado.
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Mediante el uso de BLUP y de un andlisis de
componente principales, fue posible elegir familias con
buen desempefio lo que muestra la importancia de estas
metodologias para los programas de mejora de arveja.

Uso del cultivo in vitro

En los programas de mejoramiento se requiere una
gran cantidad de individuos F, para realizar el proceso
de seleccion correctamente, pero a menudo hay pocas
plantas disponibles ya que ciertos cruzamientos
producen pocas semillas F,, probablemente debido a
diferencias en la estructura de la flor que dificultan
la castracion manual. Para obtener mas semillas
F,, es necesario entonces proceder a incrementar
artificialmente el nimero de plantas F..

Se han reportado estudios de regeneracioén in vitro
en arveja, utilizando diferentes explantos, como nudos
cotiledonales (Rajput vy Singh, 2010), cotiledones
(Pniewsky et al., 2003), foliolos inmaduros (Fujioka et al.,
2000), embriones cigéticos (Sanchez y Mosquera, 2006) y
semillas maduras (Zhihui et al., 2009). Esposito et al. (2012)
desarrollaron un protocolo rapido, eficiente y reproducible
para laregeneracion debrotes in vitro y el enraizamiento de
dichos vastagos para la obtencion de multiples genotipos
F, usando semillas maduras (Figura 3).
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Figura 3. Mdltiples vastagos desarrollados de la semilla original.

Las plantulas regeneradas se trasplantaron al suelo
en macetas, encontrandose que el 60% de los vastagos
regenerados enraizaron en un periodo de seis semanas.
Generalmente, las tasas de mortalidad se debieron
a tallos y raices débiles que no pudieron adquirir los
nutrientes del suelo cuando son transferidas del medio
agarizado. Las plantulas que desarrollaron normalmente
setrasplantaron amacetasy eninvernadero cultivandose
hasta la madurez.

Este procedimiento se puede utilizar en programas
de mejoramiento lo que permitira trabajar con mas
plantas siempre que los cruces tengan poca produccién
de semillas.

Uso de fenotipificacion digital

La fenotipificacion de plantas vincula la genémica con
la ecofisiologia y la agronomia. Por lo general, se realiza
mediante tecnologia no destructiva, automatizada
y basada en imagenes, y genera informacion para
la eficiente caracterizacion digital vy que se puede
realizar durante la regeneracién periddica y rutinaria
de accesiones en colecciones de germoplasma. Gatti et
al. (2017) estudiaron 92 accesiones del género Pisum
de diferentes especies y subespecies durante dos ciclos
de cultivo midiendo caracteres asociados al tamafio y
color de semillas y vainas utilizando imagenes digitales.
Estas caracteristicas obtenidas por fenotipificacion
digital, demostraron ser marcadores adecuados para
la evaluacién de la diversidad genética y ttiles en el
analisis evolutivo, permitiendo la discriminacién de las
principales especies silvestres y cultivadas del género
Pisum. También se la ha utilizado para fenotipificar
varios parametros del estado fitosanitario, como
contenido de clorofila (Dutta Gupta et al, 2013),
contenido de nitrégeno (Vollmann et al., 2011) y estado
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de la enfermedad (Porob et al., 2017).

Durante el almacenamiento de la arveja pueden
ocurrir pérdidas significativas en el color, debido a la
pérdida de clorofila o al blanqueado de las semillas y
este deterioro influye en la comercializacién y en la
decision de compra por parte de los consumidores. La
magnitud de esta pérdida de color puede ser estudiada
a partir de la técnica de envejecimiento acelerado,
que implica someter a las semillas a condiciones
severas de temperatura y humedad relativa y usar el
fenotipificacion digital es para medir dicho deterioro.
Guindén et al. (2019 a), demostraron la existencia de
un comportamiento diferencial de las variedades en el
mantenimiento del color verde de las semillas mediante
esta metodologia, pudiendo asi también ser aplicada en
procesos de seleccion durante la obtencién de nuevas
variedades.
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