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1. Tecnologia de dobles haploides en el mejoramiento de maiz:
Descripcion general

B.M. Prasanna

Introduccién

Un “doble haploide” (DH) es un genotipo que se forma cuando las células (n) de un haploide experimentan un
proceso, espontaneo o inducido artificialmente, de duplicacion cromosdmica. Chase (1947, 1951, 1952, 1969)
fue el primero en estudiar los monoploides de maiz (sinénimo de haploides, en el caso del maiz) y utilizar
lineas DH en el mejoramiento. La tecnologia DH acorta el ciclo de mejoramiento de manera considerable
porque hace posible un rdpido desarrollo de lineas totalmente homocigotas (en 2 é 3 generaciones), en
comparacién con el proceso convencional de desarrollo de lineas endogdmicas que tarda por lo menos 6 u 8
generaciones para obtener lineas con ~99% de homocigosis (Forster y Thomas, 2005; Geiger y Gordillo, 2009;
Changy Coe, 2009).

En un principio, Chase se basé
en la induccién y la duplicacién
espontdanea de haploides, que,
por su baja frecuencia, no
resultaron muy aptas para
aplicarse con fines comerciales.
Los fundamentos de la induccion
de haploides in vivo asistida por

inductores de haploidia se -
Poblacidn fuente de

Desarrollo convencional de lineas Lineas ~99%

establecieron cuando Coe g
s i A  heterocigocidad endogadmicas (tarda por lo menos de endogdmicas
(1959) describié “una linea de = 6 a 8 generaciones) homacigotas

maiz con alta frecuencia de
haploidia” de 2.3%, a la cual
denomindé “Stock 6”. Este
material genético sirvié como
base de una serie de inductores

Induccién de haploidia in vivo
Duplicacion de cromosoma =2

S

con tasas de induccién mas poanl

elevadas (HIR = numero de

granos con embriones haploides plo_b!acién fuente Desarrollo de lineas dobles haploides (DH)  Lineas DH 100%
divididos entre todos los granos B de heterocigosis (tarda tnicamente de 2 a 3 generaciones) homocigotas

incluidos en el estudio) que

fueron desarrollados gracias a  Figura 1. NUmero de generaciones requerido para obtener pureza genética
los esfuerzos subsecuentes de (homocigosis) por medio de (A) endogamia convencional; (B) tecnologia de
genetistas de maiz en todo el  dobles haploides.

mundo.

Aunque varias instituciones han generado lineas DH de maiz con métodos ya sea in vitro o in vivo, los primeros
han tenido poco éxito por la falta de respuesta de muchos genotipos de maiz y porque, ademas, es necesario
contar con un buen laboratorio y personal bien capacitado. En cambio, generar lineas DH de maiz utilizando
induccién de haploidia in vivo resulta relativamente mas sencillo, gracias a los esfuerzos de algunos genetistas
de maiz que identificaron “materiales genéticos inductores de haploidia” (Coe, 1959; Coe y Sarkar, 1964), y
que ademas incorporaron un marcador de color a base de antocianina en la configuraciéon genética de los
inductores, a fin de facilitar la identificacién de haploides, tanto en la semilla como en la etapa de plantula
(Nanda y Chase, 1966; Greenblatt y Bock, 1967; Chase, 1969) y que produjeron nuevos inductores de haploidia
con HIR mas alta.



La tecnologia DH en el mejoramiento de maiz, basada en la induccién de haploidia in vivo, es reconocida a
nivel mundial como un importante medio para aumentar la eficiencia del mejoramiento. En los dltimos 10 a 15
afos, la tecnologia fue adoptada por varios programas fitotécnicos comerciales de maiz de Europa (Schmidt,
2003), Norteamérica (Seitz, 2005) y, mas recientemente, China (Chen et al., 2009), casi en seguida de que
aparecieron las lineas inductoras de haploidia para ambientes templados (Prigge y Melchinger, 2011). Sin
embargo, algunas instituciones dedicadas al mejoramiento de maiz del sector publico, asi como pequefias y
medianas empresas semilleras (PyMES) en los paises productores de maiz tropical en América Latina, Africa
subsahariana y Asia, alin no tienen acceso a esta tecnologia (Prasanna et al., 2010; Kebede et al., 2011). Esto
se debe a diversos factores, como la falta de conocimiento sobre la tecnologia DH, la falta de acceso a
inductores de haploidia tropicalizados o por no saber como integrarla de manera eficaz en los programas de
mejoramiento. Por tanto, este manual tiene como propdsito servir de guia tedrico-practico en el uso de la
tecnologia DH en el mejoramiento del maiz.

éPor qué utilizar DH en el mejoramiento del maiz?
La tecnologia DH ofrece una serie de ventajas en la genética y el mejoramiento del maiz (Rdber et al., 2005;
Geiger, 2009; Geiger y Gordillo, 2009); a continuacidn se mencionan algunas de las mas importantes:

(1) Acorta de manera considerable el ciclo de mejoramiento al permitir obtener lineas completamente
homocigotas en dos generaciones;

(2) Simplifica la logistica (Geiger y Gordillo, 2009), por ejemplo, se necesitan menos tiempo, mano de
obra y recursos econémicos para generar lineas nuevas de mejoramiento; tanto el tiempo como los
recursos que se ahorran podrian destinarse a la implementaciéon de procesos de seleccion mas
eficaces y la rapida liberacidn de variedades elite;

(3) Permite lograr una mayor eficiencia y precision en la seleccién (Rober et al., 2005; Geiger y Gordillo,
2009), sobre todo cuando se le utiliza junto con marcadores moleculares y viveros sembrados todo
el afio;

(4) Acelera la creacion de productos porque permite conjuntar en forma piramidal los alelos favorables
de caracteres poligénicos que influyen en la productividad y en la resistencia del maiz al estrés,
caracteres que resultan dificiles y lentos de combinar en germoplasma adaptado utilizando las
practicas fitotécnicas convencionales;

(5) Cumple perfectamente los requisitos de DUS (siglas en inglés de distincion, uniformidad y estabilidad)
necesarios para la proteccion de variedades vegetales, por la total homocigosis y homogeneidad de
las lineas parentales DH (Geiger y Gordillo, 2009);

(6) Reduce las actividades de mantenimiento de las lineas (Rober et al., 2005);

(7) Sise le combina con marcadores moleculares, facilita el acceso al germoplasma presente en las lineas
parentales, ya sea femeninas o masculinas, de los hibridos (Heckenberger et al., 2005); y

(8) Ofrece la oportunidad de realizar estudios de la asociacién entre marcadores y caracteres,
introgresién de genes con la ayuda de marcadores (Forster y Thomas, 2005), gendmica funcional,
citogenética molecular e ingenieria genética (Forster et al., 2007; Wijnker et al., 2007).

Desarrollo de DH mediante induccién in vivo de haploidia en un progenitor materno

Induccion de haploidia

Los inductores de haploidia son cepas genéticas especializadas que, cuando se les cruza con una planta
diploide (normal) de maiz, producen granos en una mazorca con segregacion de granos diploides (2n) y una
cierta fraccion de granos haploides (n), a causa de la fertilizacién anémala. Los granos con un embrién
haploide tienen un endospermo triploide regular (3n) y, por tanto, su capacidad de germinacion es similar a la
de los granos que tienen un embrién diploide (Coe y Sarkar, 1964).

El programa de induccién in vivo de haploidia en progenitores maternos actualmente depende de la presencia
de un marcador de color a base de antocianina denominado R1-Navajo (R1-nj), que se expresa en la aleurona
(capa externa del endospermo del maiz) y en el embrién (escutelo) del inductor de haploidia, a diferencia de
las poblaciones fuente, que no suelen tener coloracién de antocianina ni en el embridn ni el endospermo. Por



tanto, R1-nj como marcador de color dominante ayuda a diferenciar los granos monoploides o haploides (n)
(sin expresion de antocianina de color morado o rojo en el escutelo, pero con la tipica coloracién de la corona
en el endospermo) de los granos diploides (2n) (con expresidén de antocianina tanto en el endospermo como
en el escutelo) (Nanda y Chase, 1966; Greenblatt y Bock, 1967; Chase, 1969). Los granos normales sin
coloracién son resultado ya sea de autofecundacién o contaminacion externa. Sin embargo, cabe sefialar que
la expresion del marcador de color RI-nj puede variar de manera significativa, dependiendo de la composicién
genética del genotipo fuente (en el cual es necesario inducir los haploides hembra), la composicién genética
del inductor de haploidia, y de los factores medioambientales (Chase, 1952; Réber et al., 2005; Kebede et al.,
2011; Prigge et al., 2011).

Inductores de haploidia de clima templado: A través de los afios se han obtenido muchas lineas inductoras de
haploidia con una alta tasa de induccién (HIR) y para uso comercial, con Stock 6 como base, entre las cuales se
pueden mencionar: (1) KMS (Korichnevy Marker Saratovsky) y ZMS, ambas derivadas de Stock 6 (Tyrnov y
Zavalishina 1984, citadas en Chebotar y Chalyk, 1996); (2) WS14, que se genero a partir de una cruza entre
lineas W23ig y Stock 6 (Lashermes y Beckert, 1988); (3) KEMS (Krasnador Embryo Marker Synthetic), derivado
de una cruza (Shatskaya et al., 1994); (4); MHI (Inductor de haploidia de Moldovia), derivado de la cruza KMS x
ZMS (Eder y Chalyk, 2002); (5) RWS (Inductor ruso KEMS + WS14), descendiente de la cruza KEMS x WS14
(Rober et al., 2005); (6) UH400, generada en la Universidad de Hohenheim a partir de KEMS (citada en Changy
Coe, 2009); (7) PK6 (Barret et al., 2008); (8) HzI1, derivada de Stock 6 (Zhang et al., 2008); (9) CAUHOI,
derivada en la Universidad Agraria de China de la cruza entre Stock 6 y la poblacién Beijing con alto contenido
de aceite (Li et al., 2009), y (10) PHI (Inductor de haploidia Procera), derivado de la cruza entre MHI y Stock 6
(Rotarenco et al., 2010).

Los inductores templados UH400, RWS, y RWS x UH400 se utilizaron con buenos resultados en la induccién de
haploidia y la creacion de lineas DH del germoplasma fuente tropical y subtropical del CIMMYT, desde 2007
hasta 2011, pese a que no estdn bien adaptados a las condiciones en tierras tropicales bajas (Prigge et al.,
2011). Sin embargo, la produccion eficiente y a gran escala de lineas DH en las zonas tropicales productoras de
maiz, con inductores templados, podria verse seriamente afectada dado el poco vigor, la escasa produccion de
polen, la escasa formacion de semilla y el alto grado de susceptibilidad a las enfermedades tropicales de maiz
de estos inductores.

Inductores de haploidia tropicalizados: Desde 2007, el Programa Global de Maiz del CIMMYT, en colaboracion
con la Universidad de Hohenheim, Alemania, ha trabajado intensamente en la optimizacion de la tecnologia
DH, sobre todo para las zonas tropicales y subtropicales productoras de maiz. Se han generado lineas
inductoras de haploidia tropicalizadas (LIHT; con una HIR de 8 a 10%) gracias a esta asociacion colaborativa
(Prigge et al., 2011). La evaluacidn realizada de la primera generacién de LIHT en dos ambientes (Agua Fria y
Tlaltizapan, México) durante dos ciclos, arrojé una HIR promedio de 9 a 14%. Fue creado un inductor de
haploidia e hibrido de cruza simple (con una tasa de induccidn aceptable) utilizando un subgrupo de LIHT.
Estos inductores de haploidia tropicalizados estan ahora a disposicién de las instituciones que se interesen en
utilizarlos con fines de investigacion o comerciales bajo ciertos términos y condiciones:
http://repository.cimmyt.org/xmlui/bitstream/handle/10883/1369/97395.pdf?sequence=1. Con la
liberacion de estas lineas se espera aumentar de forma considerable la eficiencia de la produccién de lineas
DH, incrementar la formacién de semilla y las tasas de induccién, asi como reducir los costos de mantener las
lineas inductoras y de producir semilla.

Via para el desarrollo de DH y planes para perfeccionar los procedimientos

Debe tenerse en cuenta que el desarrollo eficiente de materiales DH depende no solo del acceso a inductores
de haploidia tropicalizados con alta HIR, sino también de varios otros pasos importantes en la linea de
produccion. Los principales pasos para generar lineas DH son: (1) cruza de poblaciones fuente (normalmente un
hibrido generado utilizando las lineas deseadas o lineas F, derivadas de la autopolinizacidén del hibrido) como
progenitor hembra con polen del inductor de haploidia; (2) identificacién de granos haploides (en la etapa en
que la semilla se seca) utilizando marcadores de color a base de antocianina; (3) germinacion de las semillas



haploides; (4) aplicacidn segura y eficaz de colchicina, o cualquier otro agente duplicador de cromosomas, a las
plantulas haploides; (5) manejo agronémico apropiado de las plantulas DO y derivacién de semilla D1 (DH) de
plantas DO autofecundadas; y (6) seleccion y utilizacidén de lineas DH en los programas de mejoramiento. Los
siguientes capitulos del manual contienen informaciéon tedrico-practica de cada uno de estos pasos. A
continuacién mencionamos algunos pasos importantes que estdn siendo perfeccionados mediante
investigaciones que actualmente se estdn realizando en diferentes instituciones del mundo.

Identificacion de haploides: Aunque el esquema de identificacidon de haploides utilizando el marcador R1-nj es,
en general, bastante eficaz, no esta exento de algunas fallas. La presencia de genes dominantes inhibidores de
la antocianina (como C1-/, C2-Idf e In1-D) en la poblacién fuente o en el genoma donador (Coe, 1994) o los
efectos de las dosis aplicadas a veces pueden ser la causa de que este esquema resulte ineficaz. Actualmente se
realiza una evaluacion del germoplasma elite del CIMMYT para determinar hasta qué punto funciona el
marcador de color en la semilla y permite hacer una deteccién eficiente de la semilla haploide. Por ahora,
parece ser que la expresién de color de R1I-nj se inhibe en solo el 8% de las cruzas entre inductores de haploidia
y diversas poblaciones fuente.

Se encontrd que el uso de inductores de haploidia con los genes de antocianina B1 (Boosterl) y PI1 (Purplel)
que producen pigmentacion purpura independiente de la luz solar en el tejido de la planta (coledptilo y raiz), es
apropiado en aquellos casos en que no es posible clasificar los haploides en la etapa de secado de la semilla
(Rotarenco et al.,, 2010). En este caso, un coledptilo o una raiz con pigmentacidon en la etapa inicial del
desarrollo indica que existe diploidia, en tanto que las plantulas sin pigmentacién pueden clasificarse como
haploides (Geiger y Gordillo, 2009; Rotarenco et al., 2010). Aunque el CIMMYT tiene unas cuantas poblaciones
retrocruzadas en las que se combina el marcador de coloraciéon de la raiz con el gene R1-nj, es necesario
establecer la HIR, la estabilidad agrondmica y la utilidad de este esquema alternativo de marcadores en la
produccién de DH.

Para evitar posibles errores en la clasificacion de haploides a causa de la escasa expresion del marcador de
color a base de antocianina en semilla seca, Rotarenco et al. (2007) propusieron que la identificacién de
haploides se hiciera basandose en el contenido de aceite en el grano, cuya determinaciéon se puede automatizar
utilizando técnicas de la resonancia nuclear magnética (RSM). Li et al. (2009) crearon CAUHOI, que es un
inductor derivado de Stock 6 con una HIR de ~2% v alto contenido de aceite (78 g kg™*) en el grano, que permite
identificar haploides, basandose tanto en la ausencia de coloracion del escutelo conferida por R1-nj, como en el
bajo contenido de aceite en los embriones. Aunque este novedoso método parece promisorio, es necesario
estudiar mds a fondo su confiabilidad y aplicabilidad en la producciéon de alto rendimiento de DH en
composiciones genéticas tropicales. Jones et al. (2012) evaluaron la utilidad de la espectroscopia del infrarrojo
cercano para diferenciar los granos haploides de los granos hibridos de maiz después de realizar la induccién de
haploidia en progenitores maternos.

Duplicacion cromosémica: Varias instituciones, entre ellas el CIMMYT, utilizan actualmente colchicina como
agente duplicador de cromosomas (o inhibidor mitético) en la produccién de DH, ya que la duplicacién
espontanea de cromosomas ocurre a una tasa muy baja (Chase, 1969; Deimling et al., 1997). Sin embargo, el
tratamiento con colchicina no siempre es eficaz y puede producir la diploidizacién sectorial de las
inflorescencias masculinas y/o femeninas. Aun mas importante es el hecho de que la colchicina es altamente
cancerigena, por lo que debe aplicarse con mucho cuidado y eliminarse de manera segura. Se ha informado que
herbicidas como Pronamid, APM, trifluralin y orizalin son inhibidores mitéticos eficaces (Hantzchel y Weber,
2010), menos costosos y menos téxicos que la colchicina, y su manejo y eliminacién son mas sencillos. Varias
empresas comerciales de mejoramiento aplican productos patentados de duplicacién artificial de cromosomas,
gue son menos toxicos y mas seguros que la colchicina (Geiger y Gordillo, 2009).

Manejo agronémico: Para poder generar lineas DH, resulta crucial dar un manejo agronémico dptimo a las
plantulas DO tratadas con colchicina, primero en el invernadero y después en el campo, tal como se describe en
el Capitulo 5 de este manual. La optimizacién del régimen de riego, la aplicacion de fertilizante y la
mecanizacion de las operaciones (si fuera posible), asi como un buen manejo de malezas, enfermedades y



plagas, son factores determinantes para disminuir el estrés ambiental que afecta a las plantas DO y obtener
mejores resultados en la produccion de lineas DH. Ademds de un manejo agronémico apropiado, se requiere
gue sean optimas las condiciones edafoldgicas y climaticas del sitio donde se Illevan a cabo las actividades para
obtener esas lineas.

Mecanismos que sustentan la induccién de haploidia en progenitores maternos

Como se explica en el Capitulo 2, se han hecho varios estudios desde la década de 1960 (revisados por Edir y
Chalyk, 2002; Geiger y Gordillo, 2009) dirigidos a entender el mecanismo o los mecanismos biolégicos que
sustentan la induccién in vivo de haploidia en progenitores maternos. Si bien es cierto que se han encontrado
algunos indicios significativos, alin no se entienden del todo los mecanismos exactos que controlan la induccién
de haploidia en progenitores maternos. Sin embargo, esto no ha impedido la derivacién en gran escala de
lineas DH vy la utilizacién de lineas progenitoras DH en la generacién y utilizacién de variedades de maiz
comerciales, sobre todo por parte de los principales programas de mejoramiento de maiz comercial.

Los analisis genéticos de la induccién de haploidia en progenitores maternos han revelado que esta
caracteristica estd controlada de forma poligénica (Lashermes y Beckert, 1988; Deimling et al., 1997; Rober et
al, 2005). El mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL, siglas en inglés) dirigido a identificar la capacidad
de induccion de haploidia in vivo indican que este cardcter es controlado por uno o unos cuantos QTL mayores
y varios QTL modificadores y/o de efecto pequefio. Un QTL mayor en el cromosoma 1 (ghirl, en bin 1.04)
explico hasta 66% de la variacion genética de la capacidad de induccidn de haploidia en tres poblaciones que
contenian un progenitor no inductor y un QTL que mejora la HIR (Prigge et al. 2012). Es posible que la
identificacién y validacién de los marcadores utiles para los mejoradores de este QTL mayor y la introgresién
asistida por marcadores del alelo favorable pudieran acelerar la generacién de inductores de haploidia
tropicalizados y mejorados con alta HIR y adaptacion local.

Tecnologia DH y marcadores moleculares, una potente combinacion
Esta tecnologia ofrece una manera mds rapida de
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seleccion asistida por marcadores de lineas DH para caracteres heredados de manera relativamente simple
(por ejemplo, enriquecimiento con provitamina A), usando marcadores confiables de genes o alelos cuya
contribucion a la variacion fenotipica es alta, lo cual podria ser mas rapido, econémico y eficaz que el
fenotipeado de las lineas DH;

5. La utilidad potencial de las lineas DH en la implementacidn de la seleccion del genoma completo (es decir,
seleccidn gendmica o SG; Meuwissen et al., 2001; Jannink et al., 2010) para mejorar caracteres poligénicos
complejos con baja heredabilidad (por ejemplo, rendimiento de grano y tolerancia al estrés abidtico) o
cuando N (tamafio de la poblacién) es pequefio (Bernardo y Yu, 2007; Lorenzana y Bernardo, 2009; Mayor
y Bernardo, 2009); y

6. Potencial complementario de la tecnologia DH y SAM para derivar lineas DH a partir de cruzas de dos
progenitores, cuando el objetivo es obtener lineas genéticamente similares a cualquiera de los
progenitores de la cruza (Smith et al., 2008), o para identificar recombinantes en loci especificos o en loci a
un lado de éstos. Probablemente la aplicacién mas frecuente de este método es cuando se usan protocolos
de conversién de lineas DH en lugar de las retrocruzas convencionales, que son mas lentas (Forster y
Thomas, 2005).

Perspectivas a futuro

Es indudable que la tecnologia DH constituye un medio Util y valioso de modernizar las operaciones de
mejoramiento de maiz utilizando una logistica simplificada y una inversién mucho menor de recursos para
derivar lineas completamente homocigotas destinadas a la generacion de hibridos. La implementacién de la
tecnologia DH requiere que los programas de mejoramiento cuenten con nuevas capacidades, tanto para
producir lineas DH como para integrarlas de manera eficiente en el proceso de mejoramiento. En primer lugar,
los principales pasos de la produccién de lineas DH (induccidn de haploidia, identificacién de haploides,
duplicacion cromosdémica y recuperacion de lineas DH) requieren la implementacion de practicas eficaces (y
seguras), asi como dar una capacitacion apropiada al personal cientifico-técnico. En segundo lugar, las plantas
haploides de maiz derivadas mediante induccién in vivo y duplicacion cromosémica suelen ser débiles y
vulnerables a estreses ambientales, como el calor excesivo, las plagas de insectos y las enfermedades. En
tercer lugar, el potencial que tiene esta tecnologia para aumentar los avances genéticos y la eficiencia del
mejoramiento y, finalmente, acelerar el desarrollo de hibridos elite, solo podra realizarse si se le combina de
manera eficaz con la seleccidn asistida por marcadores y la siembra de viveros todo el afio. Por tanto, para que
las instituciones de paises tropicales o subtropicales productores de maiz puedan implementar de manera
eficaz la generacién de lineas DH, tendran que considerar detenidamente todos estos factores.

Con el apoyo financiero de la Fundacién Bill & Melinda Gates, el CIMMYT pronto establecerd instalaciones
centralizadas dedicadas a la generacién de maiz DH para Africa subsahariana. La idea es atender
principalmente la demanda de DH de instituciones de investigacidén publicas (sin fines de lucro) que forman
parte de las redes de mejoramiento que coordinan el CIMMYT y el Instituto Internacional de Agricultura
Tropical (IITA), asi como proveer (durante cierto tiempo), a bajo costo, un servicio de tecnologia DH a
empresas semilleras pequefias y medianas de esa regidén. Asimismo, el CIMMYT planea poner en operacién un
centro de servicio DH en América Latina, y, posteriormente, uno similar en Asia, por conducto del Consorcio
Internacional de Mejoramiento de Maiz.
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2. Induccion in vivo de haploidia en progenitores maternos de maiz

Vijay Chaikam

Induccion de haploidia in vivo versus in vitro

Los haploides de maiz se pueden obtener mediante procedimientos in vitro (androgénesis) o in vivo. La
androgénesis se refiere al desarrollo de plantas haploides a partir de polen inmaduro, ya sea por cultivo de
anteras o cultivo de microsporas. En los sistemas de cultivo de anteras, las microsporas en el interior de la
antera son inducidas para que, al producirse la androgénesis, formen estructuras parecidas a los embriones,
derivadas de las microsporas. En el cultivo de polen, las microsporas se aislan de las anteras y se cultivan en un
medio para producir estructuras semejantes a un embridn. Estas estructuras se pueden regenerar ya sea
directamente para formar plantas haploides, o indirectamente por medio de la formacién de callos
regenerables. Dado que las microsporas se producen en abundancia en las anteras de las plantas, es
relativamente fécil obtenerlas y manipularlas en medios de cultivo. Aunque los protocolos de la androgénesis
estdn bien establecidos y se utilizan de rutina en algunas especies cultivadas, no han resultado eficientes para
obtener haploides y haploides dobles de maiz. Se ha descubierto que la androgénesis en el maiz depende
mucho del genotipo; la mayoria de los genotipos de maiz son recalcitrantes y no manifiestan ninguna
respuesta en medios de cultivo (Brettell et al., 1981; Genovesi y Collins, 1982; Miao et al., 1981; Spitko et al.,
2006). Incluso en los genotipos que responden a la androgénesis, este proceso es altamente influenciado por
numerosas condiciones, como la etapa de la antera, la planta donadora y el pre-tratamiento de la antera (Wan
et al., 1991; Chu et al., 1975; Ku et al., 1978; Genovesi y Collins, 1982; Miao et al., 1978; Spitkd et al., 2006).
Por consiguiente, los métodos in vitro para generar DH no son de uso muy comun en el maiz.

En cambio, la induccién in vivo de haploidia ha tenido mucho éxito en el maiz y ahora es ampliamente utilizada
por varios programas de mejoramiento con fines comerciales (como se indica en el Capitulo 1). Se ha
informado que los haploides se producen de manera natural en las parcelas de maiz a una frecuencia de cerca
del 0.1% (Chase, 1951). Sin embargo, una frecuencia como esta no puede ser explotada de manera eficiente
en el proceso para generar grandes volimenes de DH. El descubrimiento de Stock 6 (Coe, 1959) y la posterior
derivacién de una serie de inductores de haploidia en progenitores maternos de maiz, descrito en secciones
anteriores de este manual, revolucionaron la aplicacién de la tecnologia DH en el mejoramiento de este
cereal, ya que este método depende mucho menos de los genotipos donadores (germoplasma fuente) de los
cuales se derivan las lineas DH.

Haploides maternos versus haploides paternos

La induccién de haploides paternos (androgénicos) se basa en un gene mutante, igl (gametofito
indeterminado), que puede aumentar la frecuencia de haploides en su progenie (Kermicle, 1969, 1971; Lin,
1981). Los mutantes homocigotos igl muestran varias anormalidades embrioldgicas, como por ejemplo,
6vulos sin nucleo. Después de fusionarse con uno de los dos espermatozoides del progenitor, dicho évulo
puede convertirse en un embrién haploide portador del citoplasma de la madre y los cromosomas del padre
Unicamente. En ciertas composiciones genéticas, la tasa de induccion de haploidia oscila entre 1 y 2%
(Kermicle, 1994).

Para producir haploides paternos se utiliza el inductor (con igl) como progenitor femenino y el donador
(germoplasma fuente) como progenitor masculino. Por consiguiente, los haploides paternos contienen el
citoplasma del inductor y los cromosomas de la planta donadora. Con este sistema, hay baja frecuencia de
haploides y cambios en la constitucion del citoplasma del genotipo donador, lo cual hace que no resulte muy
atractivo para derivar lineas endogdmicas destinadas al mejoramiento. Sin embargo, la cepa genética ig1/ig1
puede ser util para convertir una linea endogamica en su forma que presenta androesterilidad citoplasmatica.
Las plantas DH que se obtienen con este método son isogénicas con respecto al progenitor masculino, salvo
que portan androesterilidad citoplasmatica. Se han generado lineas inductoras con varios inductores



citoplasmaticos de androesterilidad citoplasmatica (AEC) que se pueden utilizar para transferir nuevas lineas
de mejoramiento a citoplasma AEC (Pollacsek, 1992; Schneerman et al., 2000).

Para producir haploides maternos, el inductor de haploidia se utiliza como progenitor masculino en las cruzas
de induccion, y el germoplasma fuente o donador como progenitor femenino. Los haploides maternos portan
tanto el citoplasma como los cromosomas del donador. Existen actualmente muchas lineas inductoras de
haploidia de uso comercial y con tasas de induccion de haploidia (HIR) mas altas, las cuales se describen con
detalle en el Capitulo 1 del presente manual.

Para generar inductores de haploidia mejorados y adaptados a las condiciones del trépico, en el CIMMYT se
generaron poblaciones segregantes a partir de cruzas entre inductores templados (RWS, UH400 y RWS x RWK-
con una HIR de 8-10%) y tres lineas de maiz tropical generadas por el CIMMYT (CML494, CML451 y CL02450).
Se aplicé un esquema de mejoramiento basado en el pedigri, con seleccién masal de caracteres altamente
heredables en plantas F2 individuales y seleccién en familias para obtener una buena tasa de induccién de
haploidia (HIR) y otras caracteristicas agrondmicas deseables en generaciones autopolinizadas y retrocruzadas
avanzadas (Prigge et al.,, 2011). Las lineas inductoras adaptadas al trépico desarrolladas de esta forma
mostraron, en condiciones tropicales, una combinacién de alta HIR (entre 6 y 13%) con una produccién de
polen mejorada, mayor resistencia a enfermedades y mayor vigor de planta en comparacién con las
inductoras templadas.

Mecanismo de la induccidn in vivo de haploidia en progenitores maternos

Aun no se entiende claramente cual es la secuencia exacta de los eventos que intervienen en la induccién de
haploidia en un progenitor materno. Se han propuesto varias hipdtesis para explicar la induccidn in vivo de
haploidia en este progenitor. Sin embargo, como la induccién de haploidia ocurre cuando se utiliza una linea
inductora como progenitor polinizador, han surgido otras hipdtesis que proponen que la doble fecundacién
regular es distorsionada después de que se realiza la fecundacién con el polen de una linea inductora de
haploidia. En una doble fecundacién normal, uno de los dos nucleos espermaticos del grano de polen fecunda
el 6vulo y se forma un cigoto diploide, en tanto que el otro fecunda los dos nucleos polares de la célula central
del gametofito femenino, el cual finalmente se convierte en un endospermo triploide. Se propuso que el polen
de los inductores de haploidia provoca una distorsidn en la doble fecundacién, de manera tal, que uno de los
nucleos espermaticos se fusiona con la célula central, pero sin que el otro nucleo espermatico se fusione con
el évulo. Sin embargo, la célula central, una vez fecundada y dividida, estimula el évulo haploide no fertilizado
y se crea un embrién haploide (Chase, 1969). Esa Unica fecundacion podria ser resultado de algin defecto
morfoldgico de los granos de polen o de que en el grano de polen existe un solo esperma normal. Pogna y
Marzetti (1977) germinaron in vitro granos de polen de inductores y no inductores y observaron que los
granos de los inductores con gran frecuencia presentaban dos tubos polinicos. Por ende, propusieron que
dicha anormalidad en el crecimiento del tubo polinico podria estar relacionada con la capacidad de inducir
haploidia.

Bylich y Chalyk (1996) observaron que cerca de 6.3% de los granos de polen presentaban dos nucleos
espermaticos morfolégicamente diferentes en la linea inductora de haploidia ZMS. Sugirieron que las
diferencias morfolédgicas pudieron haber surgido porque los dos nucleos espermaticos se desarrollaron a
distintas velocidades, lo cual pudo haber generado dos espermas, solo uno de los cuales estaba listo para la
fecundacién. Asimismo, se observé una alta frecuencia de heterofecundacion con Stock 6 (Sarkar y Coe 1966,
1971). Por su parte, Rotarenko y Eder (2003) observaron algo similar en la linea inductora MHI. Esto sugiere
gue la heterofecundacién, que normalmente ocurre a causa de una fecundacién tardia, esta relacionada con
el mecanismo de la induccién de haploidia, asi como con la HIR. Sin embargo, Mahendru y Sarkar (2000) no
encontraron diferencias entre los dos espermas en el polen de una linea inductora de haploidia. Swapna y
Sarkar (2011) tampoco encontraron defectos en el crecimiento del tubo polinico ni observaron fecundacion
tardia. Por esta razdén, propusieron que la atenuacién del nucleo espermatico, que ocurre después de que
éste sale de la célula sinérgica para entrar en el saco embrionario, podria ser lo que causa la induccién de
haploidia.
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Chalyk et al. (2003) detectaron entre 10 y 15% de microsporocitos aneuploides en las lineas inductoras MHI y
M471H. Estos autores propusieron que es probable que en los inductores de haploidia ocurra una divisidon
anormal de los cromosomas durante la formacidn de los microsporocitos, lo cual puede llevar al desarrollo de
esperma aneuploide. Los gametos aneuploides pueden interrumpir la doble fecundacién y estimular el évulo
para que se convierta en embrién sin haber sido fecundado.

En contraste con lo anterior, algunos investigadores (Wedzony et al., 2002) indicaron que es posible que
durante la induccién de haploidia en un progenitor materno, se llegue a realizar una fecundacién normal, pero
que durante las divisiones celulares subsecuentes, los cromosomas inductores se degeneran y son eliminados
de las células primordiales. Fischer (2004) empledé marcadores microsatelitales para verificar si los haploides
inducidos por RWS se originaron Unicamente de un progenitor materno y encontrd que alrededor del 1.4% de
los genotipos tenian uno o (raramente) varios segmentos cromosomicos inductores. Por lo general, estos
segmentos habian remplazado a los segmentos homadlogos de efecto materno. Li et al. (2009) y Zhang et al.
(2008) demostraron que los segmentos cromosémicos del progenitor inductor se integran al genoma de los
haploides y dobles haploides, lo cual sugiere que los cromosomas del progenitor inductor son eliminados
después de la fecundacion.

Pese a toda esta informacion, todavia no se ha dilucidado de forma definitiva el mecanismo de la induccion de
haploidia. Sin embargo, seguramente tiene que ver con algunas anormalidades de reproduccién; también es
posible que diferentes inductores ocasionen diferentes anormalidades de reproduccidn que propician la
formacion de haploides maternos.

La genética y el analisis de la induccidn de haploidia de efecto materno utilizando

marcadores moleculares

Estudios sobre generaciones segregantes derivadas de cruzas entre progenitores inductores y no inductores
han revelado que existe variacién continua de los caracteres asociados con la induccién de haploidia, lo cual
indica que el caracter inductor de haploidia in vivo esta bajo control poligénico (Lashermes y Beckert, 1988;
Deimling et al., 1997; Rober et al., 2005, Prigge et al., 2011). Lashermes y Beckert (1988) infirieron que el
cardacter inductor de haploidia de la linea inductora Stock 6 es un caracter dominante con determinaciéon
nuclear y que esta controlado por unos cuantos genes mayores.

Deimling et al. (1997) y Rober (1999) emplearon marcadores de polimorfismos en la longitud de fragmentos
por restriccion (RFLP) e identificaron dos QTL (en los cromosomas 1y 2) que son responsables de la induccién
de haploidia en una poblacién F3 en que figuraban Stock 6 y W23ig como progenitores. Juntos, estos QTL
explicaron 17.9% de la varianza fenotipica y 40.7% de la varianza genotipica en las tasas de induccién de
haploidia. El alelo positivo del QTL en el cromosoma 1 era el dominante y provenia de Stock 6, en tanto que el
alelo positivo del QTL en el cromosoma 2 era aditivo y provenia de W23ig.

En otro estudio, Barret et al. (2008) encontraron una distorsién segregante en una poblacién que habia sido
generada a partir de una cruza entre una linea no inductora y una inductora (PK6). Este analisis reveld un locus
mayor en el cromosoma 1 que abarcaba 11.6 cM en bin 1.04 y que confiere induccién de haploidia. Un mapeo
fino basado en el analisis de sintenia con cromosomas de arroz permitié identificar dos marcadores en sitios
de secuencia etiquetada (SSE) que estdn estrechamente ligados al locus de induccién (4.5 y 4.9 cM,
respectivamente). Esta regidn, una vez finamente mapeada, contenia 28 supuestos genes expresados.

Prigge et al. (2012) elaboraron un mapa comparativo de QTL que incluia cuatro poblaciones de mapeo
segregantes, que fueron generadas mediante el cruzamiento de la linea inductora de haploidia UH400 con dos
lineas endogdmicas templadas (CAUHOI, 1680) y dos tropicales (CML395, CML495). En tres de estas
poblaciones se identificé un QTL mayor de induccidn de haploidia en el cromosoma 1 (bin 1.04) que explicaba
hasta 66% de la varianza genética. Los loci en bin 1.04 mostraron distorsidn en la segregacién comparados con
el alelo UH400 en estas tres poblaciones. En otra poblacion segregante, en la que habia dos lineas inductoras
como progenitores (CAUHOI x UH400), se identificaron siete QTL en cinco cromosomas; uno de los QTL en el
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cromosoma 9 aportaron 20% en las tres generaciones de esta cruza. Este resultado sugirié realizar el
apilamiento de QTL mayores en el cromosoma 1, y que los QTL menores podrian utilizarse para mejorar aun
mas la capacidad de induccién.

Germoplasma fuente para inducir haploidia

La eleccidn de germoplasma o de donadores fuente de induccidn de haploidia depende de los objetivos de los
programas de mejoramiento. Normalmente, los mejoradores inducen haploidia en las poblaciones F1 o F2. Se
calculé que un DH derivado de F2 contenia casi 50% mas de los mejores recombinantes que una poblacién
derivada de F1 (Gallais, 1990). Sin embargo, hay poca diferencia en la frecuencia de los mejores
recombinantes entre las poblaciones derivadas de F2 y F3. Esto implica que es mejor utilizar el método de DH
en poblaciones F2 cuando hay vinculacion entre los genes (Gallais, 1990; Bernardo, 2009).

En el maiz, la alta carga mutacional de alelos deletéreos recesivos dificulta la explotacién del potencial
genético de razas criollas alégamas en el mejoramiento de hibridos. Como soluciéon a este problema, se
propuso la tecnologia DH como un método efectivo para eliminar los recesivos deletéreos de un complejo
genético (Gallais, 1990, Wilde et al., 2010). Pese a que las lineas derivadas de razas criollas no se usan
directamente como progenitores en los programas de mejoramiento de hibridos debido a las grandes
diferencias que existen entre éstas y las lineas endogdmicas elite cuando se trata del comportamiento de
caracteres agrondmicamente importantes, es posible que sean recursos genéticos valiosos para las actividades
de retrocruzamientos o pre-mejoramiento asistido por marcadores (Wilde et al., 2010). Si se les compara con
las lineas endogamicas elite, las lineas DH derivadas de razas criollas estdn mucho mds cercanas al equilibrio
Hardy-Weinberg, lo cual permite detectar y elaborar mapas de QTL con gran precision y resolucion. Por esta
razon, las lineas DH derivadas de razas criollas son ideales para realizar estudios de la asociacién marcador-
caracter (Wilde et al., 2010).
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3. Disefio e implementacion de un esquema de induccidn de haploidia
con efecto materno

Vijay Chaikam, George Mahuku y B.M. Prasanna

Para lograr producir un nimero 6ptimo de lineas dobles haploides (DH) derivadas de una poblacién fuente, el
primer paso critico consiste en producir suficiente semilla haploide a partir de las cruzas de induccién. Esto
depende de tres factores importantes: (1) la tasa de induccion de haploidia (HIR) y la capacidad de produccion
de polen del inductor que se utilice; (2) el nimero total de cruzas de induccién que se logren; y (3) la ausencia
de inhibidores de color a base de antocianina en la poblacidn fuente. El disefio del vivero de induccién afecta
también la eficiencia de las polinizaciones y el nimero de cruzas de induccién que se logran. Es necesario
considerar a fondo estos factores antes de sembrar el vivero de induccion.

Seleccion de lineas inductoras que se utilizaran para inducir haploidia

La eleccidn de lineas inductoras para los viveros de induccién de haploidia debe basarse en factores como la
HIR, la produccién de polen, la altura de la planta, el vigor y el comportamiento per se del inductor, su
comportamiento durante la floracién, su resistencia a enfermedades y plagas, y la facilidad con que se
mantiene el inductor en el ambiente al que se destina. Si la tecnologia DH va a utilizarse en gran escala con
fines comerciales, deberan elegirse inductores de haploidia con alta HIR para el vivero de induccién. Como se
menciond en el Capitulo 1, se han desarrollado varias lineas con una HIR promedio de mdas de 6%. Sin
embargo, la mayoria de estas lineas inductoras estan adaptadas a ambientes templados. El CIMMYT ha estado
utilizando las lineas inductoras templadas UH400, RWS y sus hibridos para la induccién de haploidia en
ambientes tropicales y subtropicales de México. La HIR de estos inductores templados se mantiene a niveles
similares (~8 a 10%) en los ambientes tropicales y subtropicales. Sin embargo, estas lineas inductoras
templadas y sus hibridos muestran caracteristicas agrondmicas deficientes y son vulnerables a enfermedades
en los ambientes tropicales. No obstante, es posible obtener polen para la induccién de haploidia si se utilizan
numerosas aplicaciones de fungicidas e insecticidas, nutricion foliar y otras practicas agrondmicas dptimas. Las
lineas inductoras templadas y sus hibridos tienen muy poca altura, lo cual hace que sea casi imposible
utilizarlas en bloques de aislamiento con polinizacién libre y que, en consecuencia, la polinizacién tenga que
hacerse en forma manual y a costo elevado. Su floracion sumamente temprana y el breve periodo de
dispersion de polen hacen que sea necesario escalonar estas lineas varias veces, para que su floracién coincida
con la del germoplasma fuente tropical. La produccion de semilla y el mantenimiento de inductores templados
representan también un problema en las condiciones del trépico, ya que producen mazorcas muy pequefias
gue son susceptibles a la pudricidn. Los inductores templados tienen un comportamiento relativamente mejor
en los viveros de induccién de otofo-invierno que en los viveros de verano en los ambientes tropicales de
Meéxico.

En cambio, las lineas inductoras de haploidia tropicalizadas (LIHT) generadas en el CIMMYT-México, en
colaboracién con la Universidad de Hohenheim, muestran mejores caracteristicas agrondmicas en lo que se
refiere a la floracién y la produccion de polen en ambientes tropicales, y al mismo tiempo mantienen una HIR
de 8 a 12%. Las LIHT también tienen mejor resistencia a las enfermedades y plagas del trépico, lo cual hace
que el manejo agrondmico sea menos costoso en esos ambientes. Los hibridos de inductores tropicales son
mas altos que los hibridos inductores templados, y por ello se pueden utilizar en viveros de aislamiento con
polinizacidn libre. La produccién de semilla y el manejo de la linea son también comparativamente sencillos
con las LIHT en los ambientes tropicales.
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Figura 1. Lineas inductoras templadas y
tropicales en la estacién experimental del
CIMMYT en El Batan, México.

Inductor tropicalizado Linea inductora templada

Numero de cruzas de induccion

El nimero de cruzas de induccidn que se hacen de cada poblaciéon fuente depende del numero de semillas
haploides que haya que producir de cada una, lo cual a su vez depende del nimero especifico de lineas DH
gue sea necesario generar. En el CIMMYT nuestra meta es producir 200 lineas DH de cada poblacion fuente. A
una tasa de 10% de aciertos en la duplicacién cromosémica, necesitamos al menos 2,000 semillas haploides
para obtener 200 lineas DH. A una tasa de induccidén de 8% y 200 granos por mazorca, necesitamos lograr 125
cruzas para obtener 2,000 haploides. Sembramos por lo menos 150 plantas para tener un margen de pérdida
debido a plantas que no germinan o que mueren después de que germinan.

Polinizacion manual versus polinizacion libre en el vivero de induccién de haploidia
Las cruzas de induccidn pueden realizarse en un vivero de aislamiento utilizando polinizacién libre o en un
vivero utilizando polinizacién manual. La decision de emplear uno u otro método depende de varios factores.

Se puede elegir un vivero de aislamiento con polinizacién libre si:
o Es posible sembrar el vivero de induccién por lo menos un mes antes de que se realice la siembra de
maiz en las areas adyacentes;
e No hay mas de 15 6 20 dias entre las fechas de la emisién de estigmas de las poblaciones fuente;
e Se cuenta con mas de 50 poblaciones fuente; y
e Sedispone de un inductor o de un hibrido inductor de mayor altura que alcanza por lo menos la altura
de las mazorcas de las plantas de la poblacién fuente.

Es preferible hacer polinizaciones manuales en un vivero de induccion si:
e Son pocas las poblaciones que se someteran al proceso de induccidn;
No se dispone de informacién sobre el momento de floracién de las poblaciones fuente;
Las poblaciones fuente tienen un amplio rango de madurez;
No es posible aislar las poblaciones sembrandolas antes de las demas; y
Los inductores que se utilizan son de muy poca altura en comparacién con las poblaciones fuente.
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Disefio del vivero de induccion

Un buen disefio del vivero de induccion es importante para efectuar las polinizaciones de manera eficiente y
para lograr buenos resultados en la induccién de haploidia. Se puede utilizar el mismo disefio de campo para
el vivero de induccion con aislamiento utilizando polinizacién libre y el vivero de induccion con polinizaciéon
manual. Es necesario contar con informacién sobre el momento de floracion de la poblacién fuente (dias a la
emisidn de estigmas) y de los inductores (dias a la antesis) para disefiar el vivero. Todas las poblaciones fuente
con un tiempo similar de emisién de estigmas pueden agruparse y sembrarse en la misma area del vivero para
facilitar el manejo de las polinizaciones.

En el vivero de DH del CIMMYT en la estacién experimental Agua Fria, las semillas de las poblaciones fuente se
siembran en surcos de 4.5 m de largo, con espacios de 25 cm. Cada surco tiene 19 plantas. El espacio entre
surcos se mantiene a 75 cm. Las lineas inductoras se siembran en hileras largas. En las Figuras 2 y 3 aparece el
tipico disefio de un vivero de induccidon. Como las lineas inductoras tropicales y templadas florecen mucho
antes que el germoplasma fuente tropical, se puede adelantar la siembra de las poblaciones fuente. Todas las
poblaciones fuente con fechas de emisién de estigmas de temprana a intermedia se pueden sembrar desde el
comienzo hasta la parte central del vivero. Otras poblaciones con fechas de emision de estigmas de
intermedia a tardia se pueden colocar desde el centro hasta el final del vivero. Se siembran ocho surcos de
cada poblacion fuente. Después de cada cuatro surcos de poblaciones fuente, se dejan dos hileras largas
(resaltadas en amarillo en la Figura 3) para las plantas inductoras. Asimismo, se dejan dos hileras horizontales
en la parte delantera y dos hileras horizontales en la parte posterior (resaltadas en amarillo en la Figura 3) del
vivero de induccidén para sembrar los inductores. La siembra de inductores tiene que ser escalonada a
intervalos de una semana, dependiendo de la variabilidad en las fechas de la emisién de estigmas de las
poblaciones fuente. La primera siembra de inductores se hace una semana después de sembrar la poblacién
fuente en las primeras filas verticales largas. La segunda siembra de inductores se hace 14 dias después de
sembrar la poblacién fuente en las segundas filas verticales largas. La tercera siembra de inductores se hace en
las dos filas frontales, 21 dias después de sembrar la poblacion fuente. La cuarta siembra de inductores se
hace en una o dos filas horizontales al final del vivero de induccién, 28 dias después de sembrar las
poblaciones fuente. De ser necesario, se puede hacer una quinta siembra de inductores en la segunda fila
horizontal larga una semana después. Con este disefio, es posible acomodar 150 poblaciones fuente por
hectdrea, mds el nUmero necesario de plantas inductoras.

e
TR

Poblacion fuente

"3

Figura 2. Vivero de induccion de haploidia en la estacion experimental Agua Fria del CIMMYT, México.
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Manejo de un vivero de induccién

Dado que la siembra del bloque de aislamiento se hace mucho antes que las otras siembras de maiz, es
posible que la semilla y las plantulas queden expuestas al ataque de hongos o de plagas, dependiendo del
medio ambiente y la presion de estreses bidticos propios del lugar. En tales circunstancias, la aplicacion de
algln tratamiento a la semilla ayudara a combatir los patdgenos fungicos e insectos durante la germinacion y
comienzos de la etapa de plantula. Las semillas pueden ser tratadas con una mezcla de fungicidas e
insecticidas. Gaucho, un insecticida sistémico que se utiliza para tratar la semilla, es eficaz para repeler los
ataques de insectos durante la etapa de plantula. Durante la preparacidon del suelo, se le incorporan
fertilizante (75-80-60 NPK/ha), un herbicida pre-emergente (Atrazina) y un insecticida (Lorsban 5G). Las
parcelas se riegan antes de la siembra y después de la germinacion, dependiendo de las condiciones del
suelo. Se recomienda realizar una segunda aplicacién de fertilizante a base de urea (75 unidades de N/ha), 40
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dias después. Para el control de malezas en post-emergencia se recomienda aplicar un herbicida desecante a
los 40 o 50 dias (Gramocil o Paraquat son muy efectivos).

En el vivero de induccién, es necesario poner especial atencién a las plantas ya que pueden ser fragiles y
vulnerables a las enfermedades y los insectos. Si este fuera el caso, las plantas inductoras se deben rociar con
fungicida e insecticida. El tizén foliar causado por Helminthosporium turcicum vy Bipolaris maydis, la roya
(Puccinia polysora), el complejo de la mancha de asfalto y las pudriciones de mazorca son enfermedades
comunes que afectan el maiz en los ambientes tropicales de México. Estas enfermedades se pueden
controlar de manera eficaz con la aplicacién de Tilt (Propicanazole-0.5L/ha) a intervalos de 15 dias.

Asimismo, las larvas del gusano cogollero (Spodoptera frugiperda) pueden ocasionar dafios en el vivero de
induccién, dependiendo de las condiciones locales. Esto se puede controlar con el insecticida Palgus
(Spinetoram) durante la etapa del establecimiento de las plantulas, y con Lorsban 3G (Clorpirifos etil) en las
etapas posteriores de crecimiento de las plantas. También se puede aplicar Karate Zeon (Lambda Cyalotrina)
de amplio espectro para el control de otras plagas, ademds del gusano cogollero. Cuando hay infestaciones
severas de esta plaga, se aplica una mezcla de Lorsban, Karate Zeon y Palgus. El complejo del
achaparramiento del maiz, presente en regiones subtropicales y tropicales de México y Centro América, se
puede prevenir con un buen tratamiento de semilla a base de Gaucho (i.e., Imidacloprid) y una adecuada
combinacién de insecticidas sistémicos y de contacto para el control de vectores. Durante el desarrollo de la
mazorca, la plaga Spodoptera litura puede causar mucho dano, por lo cual es necesario controlarla de
manera eficaz.

Polinizacion en el vivero de induccién

En la polinizacién, tanto manual como abierta, el desespigue (es decir, la accidén de retirar la espiga de las
plantas de las poblaciones fuente) se hace inmediatamente después de que aparecen las espigas, para
reducir al minimo la contaminacién. En un vivero de aislamiento y polinizacidn libre, los jilotes no se deben
cubrir con glassines. La polinizacion libre puede facilitarse dispersando el polen con la ayuda de un ventilador
manual.

En un vivero de induccidn con polinizacién manual, los jilotes si se cubren con glassines, antes de que
comience la emisidn de estigmas. Los vastagos se pueden cortar por la punta, con mucho cuidado, un dia
antes de hacer la polinizacién manual para que haya un crecimiento uniforme de estigmas vy facilitar la
polinizacidon. Se recolecta una mezcla de polen de 10-20 plantas del inductor y se deposita inmediatamente
en los estigmas. De ser necesario, se recomienda polinizar los estigmas hasta dos veces en dos dias
consecutivos, para obtener mazorcas con juegos completos de semilla en buen estado. Durante el desarrollo
y el secado de las mazorcas, es necesario protegerlas apropiadamente para evitar que las aves las dafen.

Manejo de las mazorcas cosechadas

Las mazorcas de cada una de las poblaciones fuente de un vivero de induccidn se pueden cosechar en forma
independiente de las otras poblaciones fuente, una vez que todas las mazorcas de la poblacién en cuestion
hayan alcanzado la maduracion fisiolégica. Esto evita la pérdida de mazorcas por dafios de patdégenos y
plagas. Todas las mazorcas de una misma poblacién deben cosecharse y colocarse en una o dos arpillas
grandes, con una etiqueta que indique claramente su contenido. Las mazorcas cosechadas se sumergen
brevemente en un tratamiento de insecticida con Deltametrina (125 ml/200 litros de agua) para controlar las
plagas de almacenamiento (gorgojos); a continuacion se ponen al sol, dos o tres dias, hasta que estén
completamente secas. Ya secas, se desgranan y la semilla se pone en bolsas especiales para este propdsito y
luego se guardan en la camara fria hasta que se haga la seleccidn.

Nota: El hecho de que a lo largo de este manual mencionemos ciertas marcas de productos quimicos

(fertilizantes, fungicidas y pesticidas) no significa que el CIMMYT promueva su venta. Sabemos que
existen productos similares o quizd mejores en el mercado que sirven para el mismo propdsito.
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Evaluacion de la HIR de los inductores de haploidia

Para evaluar la HIR de las lineas inductoras de haploidia, se necesitan probadores adecuados que permitan
hacer una identificacidn inequivoca de haploides en la etapa temprana del establecimiento de plantulas o de la
formacién del grano. Los probadores de uso mds comuin poseen genes recesivos como liguleless y glossy.
Cuando los granos derivados de la cruza entre liguleless x el inductor o entre glossy x el inductor germinan,
Unicamente las plantulas haploides muestran el fenotipo de glossy o de liguleless. Estos ensayos se pueden
realizar en plantulas (en la etapa de tercera o cuarta hoja) en un invernadero.

También se puede utilizar el sistema de marcadores a base a antocianina R1-nj para evaluar la HIR en las lineas
inductoras en que esta presente R1-nj. Para que este sistema funcione, habra que identificar probadores que
no poseen genes inhibidores y que expresan R1-nj muy bien en diferentes ambientes. Los inductores se cruzan
con esos probadores a fin de determinar la HIR, tomando como base la expresion de R1-nj.

Figura 4. El fenotipo liguleless en las
etapas (A) de plantula y (B) de planta
adulta. El fenotipo liguleless se caracteriza
por la ausencia de la ligula y la auricula, y
por sus hojas erectas.

Mantenimiento de los inductores de haploidia

Se recomienda establecer un sistema de seleccidn y ensayo continuo para mantener las altas tasas de
induccién, ya que los factores genéticos que controlan la induccién de haploidia sufren alteracién por
segregacion y la naturaleza selecciona en su contra. En el mejoramiento encaminado a dar mantenimiento a las
lineas inductoras, se debe poner el mayor énfasis en conservar la alta tasa de induccidén de haploidia y en
mantener el sistema de marcadores a base de antocianina. Asimismo, se debe dar importancia a las
caracteristicas de la producciéon de polen y de vigor de las plantas. Se recomienda el apareamiento entre
hermanos en lugar de la autofecundacién para mantener el vigor del inductor.

En las plantas inductoras de las parcelas de multiplicacion de semilla se califican varios caracteres agrondmicos
y fenotipicos (por ejemplo, capacidad de produccion de polen, altura de planta, vigor, expresion del color
purpura en el tallo, resistencia a enfermedades y caracteres de la mazorca). Se seleccionan y se etiquetan las
plantas con el mejor comportamiento per se. Se recolecta y se mezcla el polen de las plantas que se seleccionan
en un surco; luego la mezcla de polen se utiliza para hacer apareamiento entre hermanos (dentro del mismo
surco) y para hacer cruzas de prueba con un probador recesivo apto para que se le evalte la HIR. Todas las
mazorcas cosechadas de un surco se desgranan y se guardan por separado.

Las semillas de la cruza de prueba de cada surco de la parcela de multiplicacién de inductores se siembran por
separado en un invernadero. Las plantulas son evaluadas en las etapas de tercera y cuarta hoja para detectar el
caracter recesivo y se evalta la HIR. Se identifican los surcos de los inductores con alta HIR, y en las semillas de
cada mazorca de ese surco se califican la intensidad y la expresidn apropiada del color purpura en el embriény
en el endospermo. Se seleccionan las mazorcas de las plantas con las mejores calificaciones agrondmicas y con
buena expresién del marcador de color en el embrién y el endospermo. Estas son las mazorcas que se utilizan
para mantener las existencias de inductores.
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4. Deteccion de haploides maternos utilizando
marcadores de antocianina

Vijay Chaikam y B.M. Prasanna

Introduccion

Algunas de las caracteristicas que distinguen a las plantas haploides de las plantas diploides son sus hojas
erectas, poco vigor y esterilidad, pero éstas solo se observan cuando las plantas haploides han crecido lo
suficiente. El poder distinguir las semillas haploides de las diploides tiene muchas ventajas, como por ejemplo,
ahorro de los costos de la duplicacién cromosdmica artificial, asi como de espacio y mano de obra en el campo
y el invernadero. Por tanto, la identificacidon de semillas haploides es un paso critico para adaptar la tecnologia
DH de manera que se pueda utilizar a escala comercial. En la década de 1960, se identificd un ingenioso y
practico sistema marcador de fenotipos, basado en la coloracién de antocianinas, que permite distinguir los
haploides de los diploides en la fase de semilla (Nanda y Chase, 1966; Greenblatt y Bock, 1967). La integracién
de marcadores de antocianina en las lineas inductoras facilitd la identificacién de haploides no solo a nivel de
semilla, sino también en diferentes etapas del crecimiento de la planta.

Identificacion de granos haploides mediante un sistema basado en el marcador R1-nj

Actualmente, es muy comun utilizar el R1-nj (R1-Navajo), alelo variante y dominante del locus R1, para
identificar los granos haploides. R1-nj, en combinacidn con otros genes dominantes que participan en la ruta
de la sintesis de la antocianina (A1, A2, Bz1, Bz2, C1y C2), produce una pigmentacidn intensa en la aleurona
(tejido del endospermo) en la region de la corona (parte superior) del grano (Coe, 1994). Ademas, condiciona
la pigmentacién purpura del escutelo (tejido del embridn). A este fenotipo se le conoce como fenotipo de
grano Navajo.

Las lineas inductoras de haploidia de uso comun hoy en dia integran el alelo R1-nj junto con otros genes que
son necesarios para la biosintesis de la antocianina. La mayoria del germoplasma de maiz que utilizan los
programas de mejoramiento no contiene el alelo RI-nj ni los genes responsables de la biosintesis de la
antocianina que confieren pigmentacion purpura o roja a los granos y el tejido vegetal. Cuando una linea
inductora se cruza (como progenitor masculino) con el germoplasma fuente (progenitor femenino), sin que
estén presentes los marcadores de color a base de antocianina, es de esperarse que todos los granos hibridos
que se obtengan expresen el fenotipo Navajo en el endospermo y en el escutelo (embridn), ya que R1-nj
predomina sobre el alelo r1, que no tiene color. Gracias a la expresion diferencial de R1-nj, es posible
distinguir los haploides maternos de los granos diploides. Cuando en la cruza de induccién se utilizan
inductores de haploidia con una alta tasa de induccién (HIR), normalmente se producen haploides maternos
con una frecuencia de 6 a 10%.

En la practica, es posible obtener tres tipos de grano a partir de una cruza de induccidn:
(1) Granos diploides normales o hibridos con coloracion purpura en el endospermo (aleurona) y en el
embridén (escutelo);
(2) Granos haploides con endospermo purpura pero sin coloracidn en el embrion; y
(3) Granos sin coloracién purpura en el embriéon ni el endospermo, lo cual puede ser resultado de
contaminacidn por polen o inhibicidn de la expresidn del color.
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Contaminante

Inductor Donador Mazorca F1 Haploide Diploide
R1-nj R, R1-nj/r,
~\ i ~\
(0 (

Figura 1. Ejemplo de la induccidn de haploides maternos y de tipos de grano derivados de una
tipica cruza de induccién.

Aunque el sistema del marcador RI1-nj es un método eficiente para identificar haploides, podria ser que la
composicién genética del progenitor femenino tenga gran influencia en la expresiéon de R1-nj. La pigmentacion
de corona Navajo puede variar, expresandose como una mancha pequefa (en la region que sostiene los
estigmas del grano) o incluso puede llegar a cubrir toda la aleurona (excepto la base). Asimismo, la intensidad
del color de la aleurona puede variar, desde muy palida hasta muy oscura. La expresion de color en el escutelo
también puede variar, de palida a oscura (Figura 2).

En la expresion en el escutelo (embridn)

Figura 2. Variacion de la expresién
de R1I-njen el embridny en el
endospermo.

La variacidon de la expresidn de R1-nj puede producir resultados como los que se mencionan a continuacion:
(1) Hay pigmentacion en todo el endospermo y en todos los tejidos del embrién, lo cual facilita la
identificacion de haploides.
(2) La corona del endospermo y el escutelo presentan buena coloracion, lo cual facilita la identificacion

de haploides.
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(3) Solo se observa un punto color purpura en la corona del endospermo y una tenue expresion en el
embridn: aunque es posible identificar los haploides, puede haber una alta tasa de falsos positivos a
causa de las dificultades que presenta la identificacidn.

(4) Inhibicion total de la coloracién tanto en el endospermo como en el embrién: no es posible
identificar los haploides.

(5) Inhibicion total de la coloraciéon en el endospermo, pero cierta parte del tejido del embrion si tiene
color: en esos casos, todos los granos cuyos embriones tienen coloracion se consideran diploides.
Sin embargo, cabe sefialar que no es posible distinguir los haploides de los contaminantes de polen
con base en este resultado.

Limitaciones del sistema R1-nj

(1) Cuando las poblaciones fuente contienen genes dominantes inhibidores de la antocianina, como
C1-1, que son comunes en el maiz cristalino (Réber et al., 2005), éstos suprimen por completo la
expresion del marcador de color RI-nj y es casi imposible identificar los granos haploides.
Actualmente esta llevandose a cabo una evaluacién del germoplasma elite del CIMMYT para
determinar hasta qué punto el marcador de color de la semilla funciona y permite la deteccién
eficiente de semilla haploide. Al parecer, en el presente, la expresién de color de R1-nj es inhibida
solo en aproximadamente 8% de las cruzas de inductores de haploidia con diversas poblaciones
fuente.

(2) Cuando se utilizan poblaciones F1 o F2 como materiales fuente y solo uno de los progenitores tiene
el gene inhibidor, los granos presentan segregacion del fenotipo Navajo. En tal caso, quiza no sea
posible identificar de manera eficiente todos los granos haploides y se pierda hasta 50% 6 75% de
los haploides.

(3) La precision y la velocidad con que se identifican los haploides dependerad de que el personal esté
debidamente capacitado y tenga los conocimientos necesarios para detectarlos mediante la
expresion de color en el endospermo y en el embrion.

(4) Resulta dificil, si no es que imposible, automatizar la identificacidon de haploides con este sistema.

(5) La humedad de los granos en el momento de la cosecha podria afectar la intensidad de la expresion
de color (Rotarenco et al., 2010).

Marcadores del color purpura en raiz y tallo para identificar haploides

En vista de las limitaciones antes mencionadas del sistema del marcador de color R1-nj, algunos
investigadores han explorado la posibilidad de utilizar otros marcadores de color, en especial aquellos que
se expresan en la raiz y en el tallo, para identificar, de manera confiable, los haploides maternos (Rotarenco
et al., 2010). Dos de los genes que confieren color purpura o rojo a los tejidos vegetales son P/1 (Purplel),
que condiciona la pigmentacién purpura de los tejidos vegetales, independientemente de los rayos solares,
y B1 (Boosterl), que condiciona una pigmentacién purpura que depende de los rayos del sol en la mayoria
de los tejidos vegetales aéreos (Coe, 1994).

Los genes B1 y PI1 se pueden integrar en las lineas inductoras junto con el sistema del marcador RI-nj.
Cuando la coloracién Navajo no se expresa en los granos, una forma de identificar los haploides es
basandose en el color de la raiz de la plantula o del tallo en el campo. Cuando este tipo de inductor es
cruzado con material fuente, las raices y los tallos de las plantas diploides tendran coloracién purpura, no asi
los de las plantas de los supuestos dobles haploides.

Algunas lineas inductoras templadas como MHI (Eder y Chalyk, 2002) y el Inductor de Haploidia Procera

(Rotarenco et al., 2010) tienen R1-nj y también los genes B1 y Pl1, lo cual permite identificar los haploides
de manera mas eficaz.
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Diploide

A, w Figura 3. (A) Expresion del color pdrpura en las raices;
?i 1 (B) tallos de plantas diploides de color purpura y tallos verdes
2. PO L " normales en plantas de supuestos dobles haploides.

Limitaciones del sistema B1y PI1:

(1) Muchas poblaciones fuente tienen los genes B1 y PI1. En tales poblaciones, las plantas haploides, al
igual que las plantas diploides, expresan coloracién en la raiz y el tallo, lo cual hace imposible
distinguirlas de manera confiable.

(2) La expresién de los genes B1 y Pl1 se ve afectada por las condiciones de crecimiento, sobre todo la
radiacion solar y la temperatura. Se ha observado que hay una mejor acumulacién de pigmentos
purpura a bajas temperaturas.

Otras posibilidades

Algunos grupos de investigadores estan explorando sistemas nuevos de marcadores que quiza faciliten la
deteccion automatizada de haploides con un minimo de falsos positivos. Rotarenco et al. (2007) propusieron
que la identificacion de haploides se haga basandose en el contenido de aceite en el grano, cuya
determinacion podria automatizarse utilizando técnicas de la resonancia nuclear magnética (TRM). Li et al.
(2009) recientemente crearon CAUHOI, inductor derivado de Stock 6 con una HIR de ~2% y alto contenido de
aceite (78 g kg™!), que permite identificar haploides con base en la falta, en el escutelo, de la coloracién
conferida por R1-njy el bajo contenido de aceite en los embriones. Este novedoso método parece promisorio,
pero es necesario hacer mds estudios para confirmar su confiabilidad y aplicabilidad en la produccién de alto
rendimiento de DH en composiciones genéticas tropicales.
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5. Duplicacion de cromosomas de haploides maternos

Vijay Chaikam y George Mahuku

Introduccién

Las plantas diploides contienen en sus células dos copias de cada cromosoma; una copia proviene del
progenitor masculino y la otra del progenitor femenino. En las estructuras reproductoras (en el maiz, las
espigas y mazorcas), los gametofitos del haploide masculino (los granos de polen) y del haploide femenino (el
saco del embridn) son resultado de divisiones de células meidticas que consisten en el apareamiento de
cromosomas homoélogos y su recombinacién.

Las plantas haploides solo contienen una copia de cada cromosoma en sus células. Los haploides derivados de
la induccidn materna in vivo contienen cromosomas Unicamente del progenitor femenino. En las estructuras
reproductoras de las plantas haploides, no se dan las divisiones de células meidticas, ya que no es posible que
se formen pares de cromosomas homélogos y, en consecuencia, no se producen ni gametofitos ni gametos
masculinos y femeninos. Por consiguiente, las plantas haploides suelen ser estériles. El propdsito de la
duplicacién de cromosomas es conferir fertilidad a las plantas haploides mediante la generacion de una planta
haploide doble (2n) a partir de una haploide (n); las plantas que resultan son autopolinizadas a fin de producir
lineas dobles haploides (DH).

El mecanismo de la duplicacién cromosémica

La duplicacion cromosdmica espontdnea ocurre con poca frecuencia, pero cuando sucede, produce algunas
plantas haploides fértiles. La frecuencia de la duplicacidon espontanea depende del genotipo de la poblacién
fuente. Para lograr que la duplicacion cromosdmica ocurra con alta frecuencia, las plantas haploides son
tratadas con quimicos llamados inhibidores mitéticos. Estos quimicos alteran la mitosis normal de manera tal
que ésta da como resultado una sola célula con dos veces el nUmero de cromosomas. Un quimico que se usa
comunmente para este fin es la colchicina, alcaloide soluble en agua que se obtiene de los bulbos de
Colchicum autumnale. Cuando hay colchicina presente, la replicacion de cromosomas ocurre normalmente en
la interfase. La colchicina se adhiere a los tubulos y evita que se formen microtubulos del huso mitético en la
etapa de la metafase de la mitosis. Durante la anafase, las dos cromatidas hermanas del cromosoma replicado
se separan, pero como no pueden desplazarse a los polos opuestos de la célula, se quedan en el centro de
ésta. En la telofase se forma una membrana nuclear alrededor de los cromosomas que no se desplazaron. Por
tanto, el resultado de la mitosis es una célula con dos veces el nimero de cromosomas.

En las plantas, todos los drganos aéreos, incluidas las estructuras reproductoras, surgen del meristemo apical
del vastago (MAV). Esta estructura contiene células meristemdticas que se dividen y se diferencian para
convertirse en primordios de érganos. Para que los tejidos reproductores de las plantas haploides sean
totalmente fértiles, la duplicacion cromosdmica de las células meristematicas debe ocurrir antes de que éstas
se diferencien y se conviertan en érganos reproductores. Por esta razén, se recomienda exponer las plantulas
muy jévenes (de tres a cinco dias después de la siembra) a inhibidores de la mitosis.

Instalaciones y equipo requeridos para la duplicacién cromosémica
Por cuestiones de conveniencia operacional y seguridad de los trabajadores, las actividades de la duplicacidon
cromosdémica se realizan en tres areas:

(1) Un cuarto de germinacién donde las semillas se procesan y germinan, y las plantulas se preparan para
ser tratadas con colchicina. Este cuarto debe contar con bancas de trabajo donde la semilla es
procesada y las plantulas son preparadas para ser tratadas. Asimismo, debe haber también una
incubadora para germinar la semilla.

(2) Un laboratorio de tratamiento de colchicina donde se guardan los quimicos, se prepara la solucién y
se tratan las plantulas. Este laboratorio debe contar con un refrigerador para guardar los quimicos,
una campana extractora para preparar las soluciones, tanques para el tratamiento con colchicina y
un extractor.
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(3) Un cuarto donde se almacenan los residuos de la colchicina hasta que puedan eliminarse, siguiendo las

disposiciones para el manejo de residuos. Este lugar debe contar con un extractor de aire.

Articulos necesarios para la germinacion de semilla y el procesamiento de pldantulas:

Papel de germinacion

Tinas de plastico

Distribuidores de semilla (placas de acrilico)
Bisturis

Ligas

Marcadores Sharpie

Bolsas de malla

Articulos necesarios para el tratamiento de colchicina y el manejo de residuos:

Refrigerador

Bascula

Vasos de precipitado: 5,000 ml; 1,000 ml; 500 ml; 100 ml

Pipetas: 1,000 microlitros; 200 microlitros; 100 microlitros

Agitador magnético con magnetos

Bote de polipropileno (de 20 litros) para preparar las soluciones

Tanques de metal para aplicar el tratamiento

Tanques de metal o recipientes de polipropileno para recolectar los residuos
Ropa, guantes y mascarillas protectoras

Overol (Tyvek)

Productos quimicos que se requieren:

Colchicina
Dimetil sulféxido (DMSO)
Cloro comercial (blanqueador)

Pasos de la duplicacion cromosémica

Germinacion de la semilla:

Marque el papel de germinacién haciéndole corte en una de las esquinas y humedézcalo con una
solucion de cloro al 0.05% para evitar la proliferacion de hongos.

Tome dos papeles de germinacion, extiéndalos uno sobre otro, alineando las orillas donde se hizo el
corte y, con la ayuda de un dispensador, distribuya de manera uniforme la semilla (Figura 1).

Al colocar las semillas, asegurese de poner el lado del embrién hacia abajo; el lado por donde emerge
la radicula deberd colocarse en direccion del corte, casi en la orilla del papel (Figura 2). Enseguida
cubra las semillas, poniendo otro papel encima y alineando los extremos donde hizo el corte (Figura
3).

Doble con firmeza las tres capas de papel de germinacién con las semillas, enrdllelas hasta formar un
tubo cilindrico en forma de taco y sujételo con ligas en ambos extremos (Figuras 3, 4y 5).

A continuacion, los tacos de semilla de una misma poblacion se colocan verticalmente en una bolsa de
malla, con los extremos hacia abajo, y se depositan en recipientes de pldstico a los cuales se agrega
una soluciéon clorada (100 ppm para mantener la humedad de la semilla; ver las Figuras 6 y 7). La
solucién clorada ayuda a evitar la propagacion de hongos durante el periodo de germinacion.

Los recipientes de plastico que contienen la semilla se colocan en la cdmara de incubacion (Figura 8),
cuya temperatura deberd mantenerse a alrededor de 25 a 30 °C. Se dejan ahi 72 horas para que la
semilla germine.
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Preparacion de las plantulas:

= Los recipientes de pldstico que contienen las semillas se sacan de la camara después de tres dias de
incubacidn. Los tacos con semilla se colocan en una mesa de trabajo y se abren (Figuras 9 y 10).

= Las plantulas con raices de 3 a 5 cm de longitud y cuyos coledptilos miden aproximadamente 2 cm son
ideales para el tratamiento a base de colchicina. Antes de aplicar el tratamiento, con un bisturi
esterilizado haga cortes de 5 mm en el extremo superior del coledptilo (Figura 11). Los bisturis se
esterilizan flamedndolos en un mechero de Bunsen. El corte de la punta del coledptilo facilita que la
solucién penetre en la pared celular y llegue hasta el primordio meristematico.

Figura 1. Colocacion de semillas en el papel de
germinacion.

Figura 2. Alineacion de semillas con la radicula hacia
el extremo del papel donde se hizo el corte y el lado Figura 7. Arpillas en una tina de plastico con
del embridn hacia abajo. solucién de cloro.

Figura 3. Se cubren las semillas con papel de
germinacion.

Figura 8. Tina de plastico (con semillas) en una
incubadora.

Figura 4. Se enrollan y se atan los papeles con las

semillas. Figura 9. Abrir los tacos.

Figura 5. Atado después de enrollar. Figura 10. Plantulas haploides germinadas.



= Las plantulas cortadas que pertenecen a una misma poblacion deberan guardarse en una misma bolsa
(arpilla de plastico con orificio pequeiio de menos de 2 um; Figura 12).

= Las bolsas que contienen las plantulas deben mantenerse en agua desinfectada unas cuantas horas,
antes de transferirlas al tanque de colchinizaciéon (Figura 13).

= Los papeles de germinacidon que presentan plantulas muy pequefias y semillas no germinadas se
pueden volver a amarrar y dejarse en la cdmara de crecimiento por mas tiempo. Se puede aplicar el
mismo procedimiento del corte de plantulas en los dias siguientes. La germinacién de la semilla
haploide es mas lenta que la de los diploides, por lo que es necesario realizar hasta cuatro cortes del
coleéptilo cada 24 horas.

Figura 11. Corte del coledptilo de las plantulas Figura 12. Plantulas con corte de coledptilo de
germinadas. la misma poblacion en una sola bolsa.

g

Figura 13. Bolsas de malla (arpilla) con
plantulas que se mantienen en agua hasta
que son tratadas con colchicina.

Tratamiento de colchicina

Dado que esta sustancia es muy tdxica y cancerigena para los seres humanos, quienes la utilizan deben tomar
las precauciones necesarias para no exponerse a sus efectos. Las plantulas se pueden tratar con colchicina en
la oscuridad, en tanques especiales que eviten que los trabajadores entren en contacto directo con dicha
sustancia. Los tanques son de acero inoxidable a fin de evitar la corrosion (Figura 14). La tapa del tanque tiene
una abertura para conectar éste a una llave de agua corriente o al recipiente que contiene la solucién de
colchicina (Figura 15A). El tanque tiene una valvula en el centro de la base que permite drenar el liquido de
desecho (Figura 15B) y estd colocado sobre una base sostenida por patas metalicas, lo cual permite poner los
contenedores debajo del tanque para recolectar los desechos. La base tiene ruedas que facilitan su
desplazamiento (Figura 14).

El volumen de la solucidn de colchicina que se necesita se estima colocando las plantulas cortadas en el
tanque de tratamiento (Figura 16) y llendndolo, poco a poco, con agua, hasta cubrirlas todas. El agua se vacia
en un recipiente, desde la abertura en la base (Figura 15B), y luego se mide el volumen recolectado. Dicho
volumen es la cantidad de solucién de colchicina que hay que preparar. Otra forma de estimar el volumen es
colocar las bolsas con semilla en un recipiente y agregar agua hasta que queden totalmente cubiertas, y luego
medir el volumen de agua.

Para la duplicacion de cromosomas se utiliza una solucién con 0.04% de colchicina y 0.5% DMSO. El polvo de
colchicina se pesa bajo una campana extractora y se disuelve en agua en un tanque de plastico cubierto con
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papel aluminio. El polvo, junto con el DMSO, se vacia en el agua y se disuelve con la ayuda de un agitador
magnético; luego se deja reposar de dos a tres horas. La persona que prepara la solucidon debera usar overol,
guantes, botas de hule y mascarilla protectora. El recipiente en que se prepara la solucion tiene una abertura
en el fondo que se conecta a un tubo y a una bomba dispensadora para vaciar la solucién en el tanque de
tratamiento automaticamente. Las plantulas se colocan en el tanque y se dejan ahi 12 horas. Por comodidad,
el tratamiento se puede iniciar a las at 8:00 p.m. y suspenderse a las 8 a.m. La solucién de colchicina, una vez
utilizada, se recolecta en recipientes de plastico, abriendo la llave del fondo del tanque de tratamiento. Las
pldntulas se lavan por lo menos dos o tres veces bombeando agua destilada en el tanque. Los residuos se
recolectan en tambores de plastico cerrados de 200 litros y se guardan en un cuarto aislado junto con la
solucién de colchicina de desecho, hasta que son sometidos al proceso de eliminacidn de desechos quimicos.

ibeyritis i

= Figura 14. Tanque y bombeo de solucién de
(rf colchicina del contenedor al tanque.

B

s

Figura 15. (A) Tapa del tanque con una conexidn al
suministro de agua o recipiente que contiene
colchicina; (B) recoleccidn de los residuos desde la
apertura del fondo.

Figura 16. Plantulas cortadas en
bolsas de malla en el tanque.

Trasplante de plantulas y cuidado en el invernadero:

Las plantulas se sacan del tanque de tratamiento y se trasplantan de inmediato a charolas de
Styrofoam que contienen substrato Promix (elaborado a base de musgo y minerales) (Figuras 17, 18 y
19). Las plantulas deben manipularse con mucho cuidado, ya que se vuelven muy fragiles después de
gue se someten al tratamiento de colchicina. Las plantulas con hipocétilos largos son mas propensas a
dafarse.

Las plantulas se dejan en las charolas de Styrofoam durante tres semanas en un invernadero que se
mantiene a una temperatura de 28 a 30°C. Se riegan con mucho cuidado desde arriba, todas las
tardes. En el primer riego se utiliza agua; a partir del segundo, se aplica Hakaphos (13-40-13 NPK y
micronutrientes), ya que esto ayuda a que crezcan las raices y se establezcan las plantulas.

Para evitar que proliferen hongos, se aplica el fungicida Tecto (Tiabendazol); una sola aplicacién es
suficiente. Una semana antes del trasplante al campo, durante el riego se aplica Gaucho
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(Imidacloprid), insecticida sistémico que evita los ataques de insectos. Se pueden combinar Hakaphos
y Gaucho en una misma aplicacidn.

Dosis adecuadas en los diferentes pasos de la duplicacion cromosdémica

En el CIMMYT, es normal obtener un porcentaje de germinacién de 85 a 90% en los supuestos granos
haploides. Es posible que durante la duplicacién se pierda un nimero considerable de plantulas debido a los
efectos toéxicos de la colchicina, dependiendo de la composicion genética del material fuente y del
procedimiento que se siga al aplicarla. Unicamente 40 a 80% de las supuestas plantulas haploides que son
tratadas lograran establecerse en el campo. Entre las plantas establecidas, puede ser que de 10 a 30% resulten
ser falsos positivos (diploides) y, en ese caso, deberan identificarse y eliminarse antes de que comience la
floracidn. Entre los verdaderos haploides que quedan, de 0 a 40% de las plantas producen polen y estigmas, y
por tanto, se puede lograr una buena polinizaciéon. También en este caso, la fertilidad del polen depende del
genotipo del germoplasma fuente. Por lo general, Unicamente de 30 a 50% de las plantas polinizadas
producen semilla.

Figura 19. Plantulas trasplantadas
después de tres semanas.

Toxicidad de la colchicina y precauciones que deben tomarse

Toxicidad:

En concentraciones de 0.1-1 g/ml, la colchicina puede provocar la interrupcion de la division mitdtica (en
células tanto de plantas como de animales) durante la metafase, al interferir con la organizacion de los
microtubulos, en particular de aquéllos del huso mitético. La colchicina tiene efectos fatales si se ingiere,
inhala o es absorbida por la piel. La exposicidon a la colchicina causa irritacidn del sistema respiratorio,
irritacion de piel y ojos, serias lesiones en los ojos y puede ser cancerigena.

Precauciones que deben tomarse:

e Para evitar que los trabajadores sean expuestos a la colchicina, se debera asignar un cuarto separado
para almacenar el polvo, preparar la solucion y realizar los tratamientos.
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El laboratorio deberd estar equipado con una campana extractora, para cuando se utilice el
producto, y con un extractor para eliminar el olor y los vapores.

Debera haber un carrito de uso especifico para el laboratorio, para trasladar las soluciones.

La colchicina debe conservarse en un refrigerador, que debe cerrarse con llave.

El proceso del tratamiento con colchicina debera ser automatizado, tanto como sea posible, para
reducir el contacto con la sustancia.

El personal del laboratorio debera tener facil acceso a las fichas técnicas de seguridad de
materiales de todos los quimicos que se utilicen.

Quienes trabajan con colchicina deben usar guantes protectores, equipo de proteccién para la
nariz y los ojos, y vestimenta que cubra todo el cuerpo.

Asimismo, deberdn lavarse perfectamente las manos cada vez que terminen de trabajar con dicha
sustancia.

Los residuos de colchicina deberan almacenarse en un cuarto aislado, que debe estar cerrado con
llave.

Unicamente un equipo bien capacitado en la eliminacién de desechos peligrosos podra sacar los
residuos de colchicina.

En caso de exposicion, con mucho cuidado, lave con agua la parte afectada por varios minutos.
Llame de inmediato a un centro de toxicologia o un médico con experiencia en seguridad
ocupacional. Al ser atendida la persona, deben entregarse al médico las fichas técnicas de
seguridad del material.
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6. Manejo de supuestas plantulas DH: Del laboratorio al campo

George Mahuku

El manejo que se haga de las plantulas haploides es crucial para lograr el desarrollo de lineas dobles haploides
(DH). Son dos los pasos criticos: (1) el manejo de las plantulas DO tratadas con colchicina y su restablecimiento
en condiciones de invernadero; (2) el manejo de las supuestas plantas DH en condiciones de campo. En cada
uno de estos pasos puede haber pérdida de probables plantas DH, lo cual, a su vez, afecta la obtencion de
lineas DH. En este capitulo se tratan algunas de las condiciones pertinentes (manejo de plantulas DH,
disposicién de sitios adecuados para sembrar plantas DH de mantenimiento, asi como multiplicar semilla y
optimizar el manejo de las supuestas lineas DH en condiciones de campo y de invernadero) que deben
cumplirse para la recuperacién 6ptima de lineas DH.

Manejo de plantulas DO

Después de aplicar el tratamiento de colchicina a las plantulas haploides, drene la solucién del recipiente del
tratamiento y recédjala en recipientes especialmente destinados para ello. Enjuague las plantulas con agua de
la llave, al menos tres veces, para retirar los residuos de colchicina. Para enjuagarlas, llene el recipiente del
tratamiento con agua de la llave hasta que las plantulas queden totalmente sumergidas; luego drénelas y
recolecte el agua en contenedores especiales para desechos téxicos, para que después sean eliminados de
manera correcta. Debe hacerse un lavado o enjuague final utilizando una solucién de cloro a 100 ppm, que
ademads de desinfectar, reduce la contaminacién bacteriana o flngica de las semillas. Después de este paso,
las plantulas estan listas para ser trasplantadas al invernadero.

Nota: Todos los residuos de colchicina deben recolectarse en contenedores especialmente destinados para
ese propdsito y rotulados claramente, que luego serdn eliminados por una empresa o institucion
autorizada. Le rogamos que cumpla con las normas y leyes respecto a la eliminacién segura de desechos
quimicos peligrosos, de conformidad con las disposiciones especificas vigentes en su institucion y su pais.
Bajo ninguna circunstancia deberdn desecharse estos residuos toxicos simplemente vacidndolos en el
fregadero o lavabo.

Manejo de plantulas tratadas: Sea lo mds cuidadoso posible mientras manipula las plantulas, sobre todo
después que han sido tratadas. El coledptilo es un tejido sumamente vulnerable que se rompe con facilidad si
no se le manipula apropiadamente. Por tanto, cuando trabaje con plantulas, sosténgalas por el grano y no
toque la raiz ni el coledptilo, para evitar que se rompan. Si el tejido se dafia mientras las plantulas son
preparadas para recibir el tratamiento o cuando son manipuladas después de haber sido tratadas, el tejido del
vastago se vuelve necrdtico y sobreviene la muerte de la plantula.

Materiales de trasplante:

=  Plantulas tratadas con colchicina: Cada poblacion debe ser rotulada claramente para evitar
confusiones al trasplantarlas.

= Charola (bandeja) con agua destilada estéril: Las plantulas deben llevarse al invernadero en una
charola con agua para evitar que se deshidraten.

= Batas de laboratorio, guantes y ropa de trabajo: Recuerde que las plantulas han sido tratadas con
colchicina y que, por tanto, debe tomar medidas apropiadas de seguridad e higiene en el trabajo
mientras maneje este tipo de materiales.

* Invernadero de malla o invernadero de cristal: Estos deben contar con condiciones controladas de
temperatura, luz y humedad.

= Rotulacion de estacas de madera: Esto es necesario para la debida identificacién de las poblaciones
gue vayan a trasplantarse.

» Cinta adhesiva protectora (masking tape) y marcadores permanentes: Estos se utilizan para anotar
toda la informacidn pertinente.
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Macetas Jiffy (en charolas) con un substrato: Utilice el suelo del invernadero (mezcla de turba), si es
posible, pero se puede utilizar cualquier suelo siempre y cuando se esterilice apropiadamente. De ser
posible, utilice suelo con alto contenido de materia organica y evite los suelos con alto contenido de
arcilla. En el CIMMYT usamos promix o mezcla de turba de primera. El promix viene mucho mas
comprimido y esta listo para usarse, en tanto que la mezcla de turba tiene que mezclarse con por lo
menos 10% de perlita (agrolita).

Suelo en el invernadero: Use suelo estéril con alto contenido de materia organica.

Procedimiento de trasplante:

Lleve las plantulas ya tratadas y lavadas al invernadero para trasplantarlas; asegurese de ponerlas en
una charola con agua para evitar que se deshidraten.

Se pueden utilizar diferentes tipos de maceta (ver abajo) para el trasplante; la eleccién dependera del
presupuesto, la disponibilidad de materiales y los métodos de trasplante.

Primero, en cada una de las macetas ponga tierra, hasta la mitad (ver abajo tipos de tierra).
Enseguida, con cuidado, coloque las plantulas (sosteniendo la semilla adherida en lugar del vastago o
la raiz) en el suelo y sosténgalas mientras va poniendo mas tierra a su alrededor, hasta que la maceta
quede llena al ras y solo se vea la punta del coledptilo (Figura 1). Con cuidado y poco a poco, haga
presién para que la tierra se compacte y no haya escurrimiento cuando se aplique riego. Si se deja
afuera una gran parte del coledptilo alargado, hay una mayor probabilidad de que se dafie y de que
sean menos las plantas que sobrevivan para trasplantarlas en el campo.

Hay que tener cuidado y evitar que se rompan los coledptilos, ya que las plantulas son muy fragiles y
se rompen facilmente después de que son tratadas. Cuando las trasplante, asegurese de que la parte
del coledptilo que sobresale de la superficie sea de menos de 2 cm, ya que si excede este tamarnio,
aumenta el riesgo de que se rompa, lo cual afecta el nUmero de plantas DH que se logran establecer.

Nota: Utilice guantes protectores cada vez que manipule pldntulas tratadas con colchicina.

Plantula sembrada Plantula sembrada
incorrectamente correctamente

Figura 1. Trasplante de supuestas plantulas DH (DO) tratadas a macetas jiffy en el invernadero.
Asegurese de que se vea solo la punta del coledptilo para evitar dafios y pérdida de plantas.
[Fotos: G. Mahuku]

Manejo del invernadero DO

Tipos de macetas para trasplante en el invernadero: Se pueden utilizar varios tipos de maceta: (1) las tipicas
macetas de plastico (de aproximadamente 5x5x8 cm) que normalmente se usan en experimentos en el
invernadero y en la horticultura; estdn hechas de plastico durable y son reutilizables; (2) vasos de Styrofoam,
que comunmente se utilizan para café o té; son muy econémicos pero duran poco; o (3) macetas elaboradas
de un material biodegradable que se desintegran en el suelo y permiten hacer el trasplante directo (con todo y
maceta), utilizando una sembradora (Figura 2). Todas las macetas deben tener perforaciones en la base para
drenar el exceso de agua.
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Figura 2. Trasplante de plantulas tratadas a macetas: (A) vasos de Styrofoam que normalmente se utilizan para
café; (B) macetas jiffy; y (C) macetas de plastico. Las macetas se llenan de tierra estéril con alto contenido de

materia organica. Se colocan en recipientes especiales para facilitar su manipulacién y traslado.
[Fotos A & B: V. Prigge; foto C: G. Mahuku]

Mantenimiento de plantulas en el invernadero: Coloque las plantulas sembradas en maceta en los
contenedores especiales que hay en el invernadero (Figura 2) y déjelas aproximadamente 10 a 15 dias para
que se recuperen del tratamiento con colchicina y alcancen la etapa de tercera o cuarta hoja. Es importante
aplicar fertilizacion apropiada y controlar las plagas y enfermedades, a fin de que las plantas se recuperen bien
y sean vigorosas. Durante este periodo, mantenga las siguientes condiciones que favorecen el crecimiento de
las plantulas:

e Mantenga humedo el suelo, pero evite el exceso de agua. Se puede regar una vez al dia, o segun
sea necesario.

e Aplique la dosis necesaria de fertilizante en forma soluble con el agua de riego. También es
recomendable aplicar fertilizante con alto contenido de fésforo para estimular el crecimiento de
la raiz.

e Tres dias después del trasplante, fertilice las plantas con Triple 20 (preparar disolviendo 2
cucharadas de fertilizante en 20 litros de agua y usar esta solucién para regar las plantas hasta
que estén listas para ser trasplantadas al campo).

e Una semana después del trasplante, aplique Hakaphos violeta (13-40-13; NPK) en el agua de
riego, a una dosis de 2 gramos por 1 litro de agua. Hakaphos estimula el desarrollo y el
crecimiento de la raiz.

e Aplicar Gaucho (un insecticida sistémico) 10 después del trasplante o una semana antes de
trasplantar las plantulas al campo; use solo el agua suficiente para humedecer las charolas, sin
que se derrame. Gaucho se aplica en dosis de 2.4 gramos por 20 litros de agua; la cantidad
dependera del nimero de plantas que vayan a tratarse.

Condiciones en el invernadero: Las condiciones deben ser déptimas para que las plantas crezcan. La
temperatura deberd mantenerse a menos de 30°C y nunca debera descender a menos de 20°C en la noche. Si
la temperatura es demasiado alta o demasiado baja, esto causa estrés en las plantas y afecta su
establecimiento y desarrollo. Si es posible, utilice registradores de datos para monitorear la temperatura y la
humedad relativa dentro del invernadero.

Trasplante de plantulas DO al campo

Condiciones en el campo: Elegir el sitio apropiado es crucial para lograr generar lineas DH. Si le es posible, elija
un sitio que tiene poca presion de enfermedades y plagas, o ninguna. La temperatura raramente debera
elevarse a mas de 30°Cy por la noche no debera descender a menos de 20°C durante el ciclo de crecimiento de
las plantas. Por tanto, es importante tener registradores de datos en el campo para monitorear las variables
climaticas (Figura 3). Si la intensidad de la luz es demasiado alta, use pantallas termorreflectoras aluminizadas
50% (http://www.greenhousemegastore.com/Stock-Shadecloth-50-Aluminet/productinfo/SC-ST50A/).  Las
pantallas protegeran a las plantas de la luz y reduciran la temperatura debajo de la malla sombra.
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Nota: Hay pantallas para interiores y exteriores. Son muy Uutiles porque reducen la intensidad de la luz en un
50%, lo cual ayuda al establecimiento de las plantas y la formacidn del polen. La pantalla deberd colocarse a 4
0 5 metros por encima de las plantas, de manera que quede espacio suficiente para que el tractor pueda
maniobrar en el campo. Asimismo, asegtrese de que haya muy buena circulacion de aire; de no ser asi, la
temperatura aumenta y esto afecta la formacion y el derrame del polen.

Figura 3. Manejo agrondmico del vivero DO para reducir el estrés que afecta a las plantas: (A) se utiliza una malla sombra
aluminizada al 50% para reducir la intensidad de la luz y la temperatura, y asi evitar estrés en las plantas y fogueo en la
espiga. La malla sombra se coloca a 4 metros de altura para permitir que el aire circule bien, que los tractores puedan
desplazarse, etc. (B) Registradores de datos para medir la intensidad de la luz y la temperatura. (C) Registrador de datos
Hobo que mide la humedad relativa y la temperatura. Este dispositivo esta programado para registrar datos cada 30
minutos. [Fotos: G. Mahuku]

Materiales:

Plantulas: Estas deberan tener dos semanas de establecimiento en el invernadero.

Contenedores de plastico para almacenamiento: Estos materiales son necesarios para transportar las
plantulas al campo y reducir el dafio a las plantas.

Campo preparado y listo para el establecimiento del vivero DO: Es preferible aplicar riego por goteo
y colocar cubiertas de plastico (acolchado). De ser necesario, también se pueden poner mallas
sombra.

Transporte para llevar las plantulas al campo: Dependiendo del nimero de plantulas que vayan a
trasplantarse, se puede usar un remolque montado en un tractor o una camioneta.

Trasplante al campo: Se trasplantan plantulas bien establecidas al campo después de dos semanas (maximo),
de la siguiente manera:

Saque las plantulas del invernadero y péngalas en una casa sombra cercana al vivero DO; déjelas ahi
de uno a tres dias para que se aclimaten a las condiciones del campo.

Transporte las plantulas en charolas de plastico, en una camioneta, para reducir los dafios y el estrés
causado a las plantas.

Organice las plantulas segun la poblacién y trasplantelas juntas, para evitar confusiones y no mezclar
las poblaciones.

Riegue bien las plantulas, aproximadamente una hora antes de trasplantarlas.

El trasplante deberd hacerse temprano en la mafiana para evitar las altas temperaturas del mediodia;
riegue de inmediato las plantas trasplantadas para evitarles estrés. Si el suelo tiene alto contenido de
arcilla, es posible que las macetas jiffy no se degraden completamente, lo cual creard un ambiente de
estrés para las plantas. En estos casos, elimine las macetas jiffy justo antes trasplantar las plantulas.
Inmediatamente después del trasplante (o cuando haya terminado de trasplantar una hilera), abra la
valvula de riego por goteo y empiece a regar.

Haga una lista del nimero total de plantas que acaba de trasplantar.
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Nota: El trasplante al campo se puede hacer a mano o con una trasplantadora (Figura 4). Esto es conveniente
sobre todo en aplicaciones a gran escala.

Figura 4. Dependiendo del tipo de suelc;, la disponibilidad de mano de obra y el tamafio de las poblaciones, el
trasplante de plantulas al campo puede hacerse de forma manual (A) o mecanizada (B) utilizando una sembradora
adaptada a un tractor. [Fotos: G. Mahuku]

Manejo agrondémico: Este es el factor mas critico para lograr recuperar plantulas DO como parte del sistema
de generacion de lineas DH. Si no se hace un buen manejo agronémico, se obtendran pocas lineas, aunque
los demds pasos se sigan al pie de la letra. La optimizacion del régimen de riego, la aplicacion de fertilizante y
el manejo eficaz de malezas, enfermedades y plagas son de crucial importancia para reducir el estrés en las
plantas DO. Dado que estas plantas son débiles desde el comienzo, cualquier tipo de estrés contribuird a
reducir las posibilidades de éxito y la tasa de recuperacién de lineas DH. Es importante que las condiciones
climdticas sean dptimas; siempre que sea posible, elijase un sitio que cumpla con estas condiciones, que
tenga el tipo de suelo requerido con buena fertilidad, y poca o ninguna presién de plagas y enfermedades. La
aplicacién oportuna de insumos como riego, fertilizante, herbicidas y pesticidas es critica para que las plantas
se establezcan correctamente. Las redes de proteccidn solar pueden ser de mucha utilidad durante la antesis,
sobre todo cuando la temperatura aumenta por encima de lo normal. Este tipo de redes disminuyen el estrés
por temperatura y radiacion en las plantas (Figura 3).

Riego: Como las raices de las plantulas DO son débiles, necesitan mucho menos agua que las lineas
endogamicas o hibridos normales. Por tanto, es de suma importancia aplicar la cantidad correcta de agua
para lograr el desarrollo éptimo de la planta. Si se aplica muy poca agua, las plantas se estresaran y esto
afectara su establecimiento y desarrollo normal. El aplicar demasiada agua producira lineas cloréticas con
tallos delgados, lo cual afectard el tamano del jilote y la produccién de polen. Dependiendo del tipo de suelo
y de su capacidad de retencion de agua, debera establecerse un programa de riego apropiado que optimice
la eficiencia en el uso del agua y los nutrientes. En
estos casos, el riego por goteo es lo mas apropiado
en el vivero DO; cuando sea posible, deberan
hacerse sondeos en varios puntos del vivero, a fin
de monitorear la humedad del suelo y ayudar a que
se programen regimenes de riego apropiados
(Figura 5).

Figura 5. Riego por goteo para controlar la aplicacién de
agua en el vivero DO. También se puede aplicar
fertilizante mediante un sistema de riego por goteo.
[Fotos: G. Mahuku]
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Fertilizacion apropiada: Este paso es critico en el desarrollo de la planta y, por ello, cuando se utiliza riego por
goteo, el fertilizante debera aplicarse en forma de solucidn junto con el agua de riego. Al primer riego después
del trasplante debera agregarsele fertilizante fosforado [por ejemplo, gotas de Polyfeed de Haifa 13-36-13 o
Peter’s Professional 9-45-15 (NPK)] para optimizar el desarrollo de la raiz y el establecimiento de las plantas.
Tanto la aplicacion excesiva de agua como las lluvias abundantes pueden afectar la disponibilidad de
nutrientes, ya que gran parte de éstos se escurre con el agua. Esta es una situacién problematica durante la
temporada de lluvias, pues si llueve continuamente, los fertilizantes deben aplicarse en bandas y evitar asi que
se sature el suelo. Las capas de plastico y la siembra en camas reducirdn este problema. Cuando se aplique
riego por goteo, conecte un tanque fertilizador a la fuente principal de riego por medio de una valvula Venturi,
calcule la cantidad de fertilizante que quiere aplicar por hectarea y agregue la solucién concentrada al agua de
riego. Los micronutrientes resultan cruciales para lograr un mejor establecimiento y una mejor floraciéon. Los
micronutrientes deben aplicarse en las hojas durante todo el periodo de crecimiento, siguiendo las
recomendaciones respecto a la dosis y la frecuencia de aplicacién. Al preparar la tierra se incorpora en el suelo
75% N, 100% P y 100% K; esto se aplica también con el riego por goteo justo antes de la floracién. La
aplicacion foliar de nutrientes es esencial para que la planta crezca y se desarrolle mejor. Tres dias después del
trasplante, aplicar Hakaphos violeta 13—-40-13 (NPK) en una proporcién de 2.4 gramos por 20 litros de agua,
una vez a la semana, e Impulsor a 40 ml por 15 litros de agua (en una proporcién de 0.75 litros de Impulsor por
hectarea). Es importante que se monitoreen periédicamente las plantas y se apliquen nutrientes foliares y
fertilizantes, cuando sea necesario.

Control de malezas: Aplicar un control apropiado de malezas es vital para evitar la competencia entre plantas y
aumentar al maximo la disponibilidad de nutrientes para las plantas DO. Es preferible desyerbar manualmente
y, de ser posible, reducir al minimo el uso de herbicidas, ya que la mayoria de las plantas DO son muy sensibles
a los herbicidas residuales, pues éstos afectan su adecuado desarrollo y establecimiento. El plastico acolchado
(ldminas) constituye un medio excelente y econédmico para el manejo de las malezas; es de uso comun en los
cultivos horticolas. Ademas de su utilidad en el manejo de malezas, las [ldminas de plastico ayudan a regular la
temperatura del suelo y la humedad en el interior del sistema radical, lo cual redundara en el establecimiento y
crecimiento uniforme de las plantas DH. La tuberia para el riego por goteo y las ldaminas de pldastico se pueden
colocar en un solo paso, utilizando un dispositivo adaptado a un tractor (Figura 6).
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Figura 6. Las ldminas de plastico se utilizan para manejar mejor las malezas y regular la humedad del suelo y del ambiente.
Se ha observado que las plantas DH que se cubren con ldminas de plastico se desarrollan mejor que aquéllas sin cubierta.
[Fotos: G. Mahuku]

Control de plagas y enfermedades: En las zonas tropicales, la presién ejercida por las enfermedades y plagas
es un problema grave que afecta la tasa de recuperacidn de lineas DH. Se requiere un buen régimen de
manejo de plagas y enfermedades para reducir los dafios a las plantas y elevar la tasa de recuperacién de
lineas DH. El momento en que se aplican los fungicidas e insecticidas es decisivo para disminuir el efecto que
tienen en la floracién, pero sobre todo en el derrame del polen. Suspenda la aplicacién de fungicida e
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insecticida dos semanas antes de la floracién para reducir al minimo los posibles efectos en la floracién.
Dependiendo de la incidencia de plagas y enfermedades, utilice los fungicidas o pesticidas recomendados. Las
enfermedades foliares como el tizdon foliar nortefio y el tizon foliar surefo se controlan con Tilt (Propiconazol),
que se aplica un mes después de la siembra o cuando los sintomas se manifiestan y, posteriormente, una vez
cada 15 dias, en una proporcion de 0.75 litros por hectarea. Este fungicida es eficaz para eliminar la mayoria
de las enfermedades foliares, pero debe suspenderse su aplicacién una o dos semanas antes de la floracion.
Gaucho es un insecticida sistémico que se aplica en la etapa de plantula y que protege a las plantas del ataque
de la mayoria de los insectos (Figura 7). Los gusanos trozadores y plagas del suelo se controlan con el
insecticida Lorsban granulado 5% (40 kg/ha), que se aplica en el fondo de los surcos durante la preparacion de
la tierra. Para los barrenadores del tallo se utiliza Lorsban 480 EM, en una proporcion de 1 litro por hectérea, o
Karate Zeon a 0.5 litros por hectarea.

Nota: El hecho de que a lo largo de este manual mencionemos la marca de algunos de los productos que
utilizamos (incluidos fertilizantes, fungicidas y pesticidas) no significa que el CIMMYT promueva su
comercializacion. Sabemos que hay productos similares o mejores en el mercado que sirven para el mismo
propdsito.

Figura 7. Los gusanos eloteros pueden ser
devastadores en el vivero DOy, por tanto, es
necesario establecer un programa muy eficaz
para el manejo de plagas. Esta figura muestra
(A) el dafio que ocasiona el gusano elotero
(Heliothis sp.) y (B) una planta que ha sido
tratada con insecticida. [Fotos: G. Mahuku]

Autofecundacion de plantas DO para derivar nuevas lineas DH: En este paso, las supuestas plantas dobles
haploides (D0) son cuidadosamente autofecundadas para derivar semilla D1 —que de hecho es la nueva linea
DH— para realizar la multiplicacion de semilla o para que los mejoradores la utilicen. Cabe sefialar que,
algunas veces, el tratamiento de colchicina no produce una duplicacién cromosdmica total o uniforme de
todas las células de una plantula; a esto se le conoce como “diploidizacién por sectores”. Los efectos pueden
variar, sobre todo en el genotipo y en la aplicacidon de colchicina. Puede haber plantas con espigas que
producen polen abundante, en tanto que, en la mayoria de los casos, las espigas tienen anteras que producen
0 poco o nada de polen (Figura 8). En consecuencia, la autopolinizacién puede resultar dificil. Es necesario
contar con personal bien capacitado para evitar que se pierdan esos genotipos a causa de una
autopolinizacién inadecuada.

Figura 8. Produ
cuantas espiguillas producen polen y el resto son estériles debido a una diploidizacidn por sectores; y (C) espiga
estéril, problema que se observa cominmente en un vivero DO. [Fotos: G. Mahuku]
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Identificacion y eliminacion de plantas “falsas” (diploides) en el vivero DO. La clasificacidon errénea de granos
haploides a veces es resultado de una expresién insuficiente de los marcadores de color fenotipicos, de la
presencia de genes dominantes que inhiben el color a base de antocianina y de la falta de personal
capacitado. Sin embargo, las supuestas plantas DH se distinguen facilmente de las plantas diploides normales
en condiciones de campo, por su vigor, habito foliar, tamafio de espiga y pigmentacidn a base de antocianina
en el tallo. Haga un monitoreo de la coloracién del tallo de las probables plantas DH antes de la floraciéon y
elimine aquéllas cuyos tallos presentan coloracidn purpura. Es necesario descartar a tiempo las que son falsas
para evitar la competencia por la luz, el agua y los nutrientes, asi como la contaminacién por polen de las
verdaderas plantas DH, y concentrarse en el mantenimiento de estas ultimas.

Autopolinizacidon para mantener las nuevas lineas DH y multiplicar su semilla

Requerimientos:

1. Bolsas de glassine para cubrir los jilotes (jiloteo), bolsas blancas de papel hechas a la medida para
recolectar el polen (bolsas para polinizacidn) y bolsas comunes para polinizacién Lawson No. 501 (para
cubrir las espigas).

2. Personal capacitado y comprometido con su trabajo.

Monitoreo de la emergencia de anteras: Es fundamental contar con personal bien capacitado para realizar
este paso. Por lo general, las plantas DH son débiles, tienen pocas anteras que producen polen, y suelen
producir solo un poco durante unos cuantos dias. Por lo tanto, debe hacerse un monitoreo constante para
identificar las plantas DO que si producen polen (entre las muchas cuyas espigas son infértiles), recolectar el
polen y hacer la autopolinizacidon de inmediato es un paso critico para la recuperacion de semilla D1 y para el
desarrollo de lineas DH. Cabe sefalar que el genotipo DH se perderd si la polinizacidn no se realiza
apropiadamente, aunque los pasos anteriores se cumplan al pie de la letra. La polinizacidn es un paso que
requiere mucho trabajo y durante este periodo es indispensable contar con un equipo de trabajo bien
capacitado en el campo, a fin de evitar la pérdida de plantas que estdn listas para ser polinizadas.

Nota: El éxito del proceso de DH depende de contar con personal bien capacitado, sobre todo personal de
laboratorio y de campo. Tener experiencia es importante en esta labor y con cada ciclo va aumentando la
eficiencia. Por esta razdn, trate de no rotar al personal, ya que esto puede afectar considerablemente el
numero de lineas que finalmente se obtienen.

Polinizacién: Cubra los vastagos (jilotes) antes de que emerjan los estigmas/filamentos. Las bolsas
transparentes, sin recubrimiento (de aproximadamente 6x20 cm) son las mas adecuadas para recolectar el
polen de las probables plantas DH para usarlo en la autopolinizacion. Dado que estas plantas suelen producir
poco polen, las bolsas transparentes permiten hacer una evaluacién visual de la cantidad de polen recolectado
para la autofecundacion. De ser necesario, se puede hacer otra polinizacién el siguiente dia. Después de la
polinizacion, se pueden usar bolsas comunes o bolsas para espigas para cubrir y proteger las mazorcas
polinizadas. Si va a polinizar, cubra las espigas con
bolsas antes de la hora prevista para dicha actividad
y trate de polinizar todas las plantas. Cubra
adecuadamente las mazorcas polinizadas con bolsas
de espigas para protegerlas y asegurelas firmemente
con grapas (Figura 9).

Figura 9. Polinizacién en el vivero DO: (A) se utilizan
bolsas de glassine transparentes, sin recubrimiento,
o bolsas para espigas para recolectar polen de las
probables plantas DH y hacer la autofecundacion;
(B) planta polinizada. [Fotos: G. Mahuku]
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Cosecha de mazorcas autopolinizadas después de la madurez fisiolégica: Con frecuencia solo se forman unas
cuantas semillas en la mazorca de una planta DH (Figura 10). Por tanto, deben extremarse los cuidados para
evitar pérdidas en el campo. Las mazorcas deberan cosecharse con mucho cuidado y guardarse en bolsas
protectoras apropiadas para trasladarlas al almacén, donde se les quitaran las hojas y se pondran a secar. Esta
semilla representa una linea, completamente homocigota, recién desarrollada, que posiblemente se siembre
de nuevo para multiplicar la semilla y utilizar la linea en otras actividades de investigacién y mejoramiento. Si
encuentra mazorcas con semilla de color purpura, deséchelas porque son de plantas que fueron
incorrectamente clasificadas (diploides normales, no DH) y que no fueron eliminadas en los pasos anteriores.
Es de esperar que se logrard una mayor produccién de semilla DH en ciclos subsecuentes de producciéon DH
porque: (1) se selecciona germoplasma fuente que posee genes que confieren una respuesta favorable a la
induccion de haploidia y a la duplicacion cromosémica artificial; y (2) el personal técnico y de campo que
participa en las operaciones para obtener materiales DH tendra mas experiencia.

Figura 10. Mazorcas cosechadas en el vivero DO. Puede haber una variacién considerable en la
cantidad de semilla que producen las mazorcas (DH) D1, desde una o dos semillas hasta mas
de 50. Por tanto, debe ponerse especial cuidado para evitar pérdidas mientras se cosechan las
mazorcas. [Fotos: G. Mahuku]
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7. Integracion de seleccidn asistida por marcadores en el sistema de
mejoramiento de DH para acelerar el desarrollo y la distribucidn de lineas
progenitoras y variedades superiores

R. Babu, Sudha K. Nair, B.S. Vivek, Félix San Vicente y B.M. Prasanna

Introduccion

En afios recientes, han surgido los dobles haploides (DH) y los marcadores moleculares, dos de las tecnologias
mas potentes que estan revolucionando la generacion de lineas homocigotas en los programas de
mejoramiento aplicado de maiz (Mayor y Bernardo, 2009). Como se explica en secciones anteriores de este
manual, en comparacion con los métodos convencionales, la tecnologia DH reduce de manera considerable el
tiempo requerido para obtener lineas genéticamente homocigotas y puras. Algunas ventajas importantes de
usar lineas DH en los programas de mejoramiento son la maxima varianza genética entre las unidades de
seleccion y mayor precision el estimar el valor genotipico de las lineas DH y de sus cruzas de prueba (CP)
(Gordillo y Geiger, 2008). Ademas, el uso de las lineas DH en los programas de mejoramiento permite hacer
una seleccion temprana de hibridos potenciales, simplifica la logistica de la multiplicacidn y el mantenimiento
de semilla endogdmica, y permite una fijacidn rapida de alelos favorables en loci de caracteres cuantitativos
(QTL) (Mayor y Bernardo, 2009; Lubberstedt y Ursula , 2012). Cuando se le combina con genotipeado de la
semilla con base en el ADN (Gao et al., 2009), especialmente en regiones con grandes efectos gendmicos que
condicionan la calidad nutricional (por ejemplo, contenido de betacaroteno regulado por crtRB1-) o caracteres
de resistencia a enfermedades (por ejemplo, resistencia al virus del rayado del maiz, conferida por msvi-), el
mejoramiento molecular de DH produce enormes ahorros de tiempo, mano de obra, extension de tierra y
otros recursos.

El desarrollo de lineas y el mejoramiento de poblaciones mediante seleccién recurrente (SR) son dos de las
actividades que con mayor frecuencia se realizan en los programas de mejoramiento de maiz. Las mejores
poblaciones fuente que se obtienen mediante SR se utilizan, ya sea como germoplasma fuente nuevo para
derivar lineas endogdmicas, o directamente como sintéticos que pueden ser liberados para los agricultores en
regiones de escasos recursos. Aqui describimos dos métodos posibles y practicos para integrar las estrategias
de la seleccién asistida por marcadores (SAM) en los programas de mejoramiento de DH.

Integracion de SAM en el sistema de mejoramiento de pedigris de DH

El mejoramiento del pedigri, junto con los extensos ensayos multilocacionales en una amplia diversidad de
ambientes, ha sido el pilar de los programas de mejoramiento de maiz en todo el mundo. El mejoramiento de
pedigri comienza con la cruza de dos genotipos elite que poseen rasgos que se complementan (como buen
comportamiento agrondémico, tolerancia al estrés abidtico, resistencia a enfermedades y calidad nutricional) y,
en las generaciones sucesivas, las progenies superiores que reunen los rasgos deseables son seleccionadas
hasta que se logra la homocigosis, en la generacion F7 o F8. Se mantiene un historial de seleccidn de todas las
generaciones de mejoramiento. Con la llegada de la tecnologia DH, ahora es posible obtener lineas
homocigotas en solo dos generaciones, en lugar de las siete u ocho que son obligatorias en el mejoramiento
convencional del pedigri. Aunque la tecnologia DH permite ahorrar una cantidad de tiempo considerable,
elimina, hasta cierto punto, las oportunidades de seleccién que normalmente tiene un mejorador durante las
multiples generaciones filiales. En general, ha sido una practica de rutina en el mejoramiento de maiz inducir
haploidia en generaciones F1 con el fin de ahorrar tiempo. Sin embargo, los dobles haploides derivados de F1
suelen tener pocas recombinaciones (porque hay una sola fase de meiosis) y se ha descubierto que esto
disminuye las respuestas a uno o a multiples ciclos de presidn de seleccidn (Riggs y Snape, 1977; Jannink y
Abadie, 1999).

En el caso de un caracter controlado por 100 o mas QTL, Bernardo (2009) reportd, basandose en
experimentos de simulacidén, que las respuestas acumulativas a la seleccién de las lineas DH derivadas de la
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F2 eran superiores hasta en un 4 a 6% que las de las lineas DH derivadas de F1, por lo cual sugirié hacer la
inducciéon de haploidia en la F2 en lugar de la F1, a fin de mantener por mas tiempo una mejor respuesta a la
seleccidn. Sin embargo, para elegir entre la F1 y la F2, hay que lograr un cierto balance entre el tiempo y los
recursos del programa de mantenimiento. Segun la propuesta de Bernardo (2009), si las primeras F1 se
forman sobre una base especulativa en el programa de mejoramiento, quiza no sea necesario invertir tiempo
adicional en la induccidn de haploidia en la F2.

Ademas de hacer mds eficiente la recombinacion, una ventaja importante de inducir haploidia en la F2 es que
se tiene la oportunidad de someter a los individuos F2 (tanto semilla como plantas) a la presion de seleccidn
tanto genotipica como fenotipica. Dependiendo de los caracteres que busca obtener el programa de
mejoramiento y de la informacién que tiene sobre los marcadores moleculares del locus o loci especificos
que controlan dichos caracteres, las semillas F2 se pueden caracterizar fenotipicamente, por separado,
mediante un muestreo no destructivo (Gao et al.,, 2009) y se pueden desechar las semillas homocigotas
portadoras de alelos no favorables. Este procedimiento se ha descrito como “enriquecimiento de F2” (Howes
et al., 1998; Bonnett et al., 2005; Wang et al., 2007). Hasta la fecha, en el maiz se han identificado pocos loci
gue tienen grandes efectos fenotipicos, y en los que dicho método pudiera ser viable. A continuacién damos
algunos ejemplos:

e (Crtrb1, un gene de caroteno hidroxilasa (Yan et al., 2010) ha mostrado que multiplica de 2 a 10 veces
el contenido de betacaroteno en todas las composiciones genéticas del germoplasma de maiz tropical
(Babu et al., en proceso). El genotipeado de ADN de maiz de crtRB1, sobre todo en generaciones
avanzadas como F2 o F3, se utiliza normalmente en el programa de mejoramiento de maiz
HarvestPlus en el CIMMYT, lo cual ha generado considerables ganancias que han culminado en el
desarrollo de lineas con un mayor contenido (de 15 a 20 ppm) de provitamina A, en comparacién con
1 a 2 ppm que contiene el maiz amarillo normal.

e Opaco 2 (02) es un regulador transcripcional del maiz cuyo alelo mutante confiere el doble de lisina y
triptéfano en el endospermo que el que posee el maiz normal; este gene, junto con los modificadores
asociados del endospermo, da como resultado el maiz con calidad proteinica (en inglés, quality
protein maize, o QPM) (Prasanna et al., 2001). Los marcadores moleculares que se encuentran dentro
de 02 se han utilizado con éxito para acelerar el desarrollo de versiones QPM de lineas de maiz
normal (Babu et al., 2005).

e Elvirus del rayado del maiz (maize stripe virus, MSV) es una enfermedad importante en la mayoria de
Africa subsahariana; se ha identificado en chr.1 un QTL de gran efecto que condiciona la resistencia a
MSV (Welz et al., 1998; Lu et al., 1999; Kyetere et al., 1999) en diferentes composiciones genéticas. El
Programa Global de Maiz del CIMMYT identificd recientemente (y ahora esta validando) una serie de
marcadores SNP en esta regiéon gendmica, que quiza puedan utilizarse para hacer una diferenciacion
eficaz de genotipos resistentes o susceptibles a MSV, sin tener que hacer seleccidon fenotipica.
Aunque quiza haya otros loci menores que influyen en la resistencia a MSV en otras partes del
genoma del maiz o en otras composiciones genéticas, a msvl se le puede considerar como un
requisito esencial para obtener niveles razonables de resistencia a esta enfermedad (Sudha K. Nair,
comunicacién personal).

Con la amplia adopcion de los estudios de asociacién en el genoma completo, es probable que la
comunidad dedicada a la genética del maiz desentrafie y valide un mayor nimero de asociaciones
marcador-caracter en los aflos préximos. Se espera que esto harad que en el maiz el enriquecimiento F2 se
convierta en el método preferido para hacer una preselecciéon del germoplasma fuente antes de la
induccién de haploidia. Cuando los individuos seleccionados con ayuda de marcadores se siembran en el
campo, se puede hacer una seleccion fenotipica adicional del vigor general de la planta, el tipo de planta 'y
otros caracteres per se, a fin de asegurar que Unicamente los genotipos “buenos” serdan sometidos al
procedimiento de induccién de haploidia.

En la Figura 1 aparece un esquema ilustrativo de la seleccidn de DH con ayuda de marcadores, dirigida a
combinar tolerancia a la sequia con uno de los caracteres de resistencia a enfermedades durante el
mejoramiento de pedigri. Como ya se menciond, ha sido identificada una regién gendémica de grandes
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efectos que influye en la resistencia a MVS y su efecto fenotipico se ha validado en diversas composiciones
genéticas. La seleccién con ayuda de marcadores de semillas F2 individuales que portan el msvl podria
ayudar a descartar aquellos individuos homocigotas con un alelo msvl no favorable, y se puede hacer
seleccion fenotipica adicional de caracteres per se y de caracteres relacionados con el vigor de la planta para
garantizar que se eliminen las plantas débiles y no someterlas al proceso de inducciéon de haploidia.
Posteriormente, las plantas seleccionadas tanto con ayuda de marcadores como fenotipicamente se cruzan
con el inductor de haploidia tropicalizado y se identifican los posibles granos haploides. Al realizar la
duplicacién cromosémica y la autofecundacién de las plantas DO para producir semilla D1, de manera
simultdnea, el polen de las plantas DO (si es que hay una cantidad suficiente) se puede utilizar para hacer
cruzas de prueba. Después de producir suficientes cruzas de prueba DH (con DO o D1), éstas se evaltan para
determinar su comportamiento en condiciones de sequia y condiciones dptimas en multiples localidades que
representan la poblacién meta de ambientes. Los mejores hibridos tolerantes a sequia que muestren niveles
razonables de resistencia a MVS seran identificados y elegidos para incluirlos en los Ensayos Nacionales de
Comportamiento, y sus respectivas lineas progenitoras se conservaran. Por otra parte, si se genotipean las
lineas DH, se podran estimar los efectos del marcador en el comportamiento en condiciones de sequia y en
condiciones dptimas, lo cual, al paso de los afios, contribuira a la prediccidn por via del genoma de lineas DH
no ensayadas, las cuales se generan afio tras afio en el programa de mejoramiento; de esta manera, se
reducirian los requerimientos del manejo de seleccién y el fenotipeado.

P1 (tolerante a sequia) x P2 (resistente a MVS)

v

F1
F2
« Seleccionar 500 semillas y genotipearlas con SNP validados paralelos al
QTL mayor para resistencia a MSV
« Seleccionar 100 semillas con un alelo favorable y sembrarlas en el campo
= Seleccionar de 40 a 50 plantas basandose en su vigor y comportamiento
per se y cruzarlas (como hembra) con los inductores de haploidia
tropicalizados (como macha)
v
Granos haploides

» Duplicacién cromosomica
= Semilla D1 obtenida de la autofecundacion de plantas DO
v Incremento de semilla, solo si es necesario

Lineas haploides dobles (DH)

v v !

Formacion de DH-CP Evaluacion en Ioc;allidadets "?U"ip'es de Genotipeado de alta
usando lineas DH DH-CP en condmmryes optimas y de densidad de lineas DH
el exitosas
Mantenimiento de lineas DH Identificacion de los hibridos mas Estimacion de los efectos de los
superiores (progenitores de los apropiados que combinan tolerancia a marcadores para su uso posterior en
mejores hibridos identificados) sequia y resistencia a MSV la seleccion genomica (SG), Figura 2

Figura 1. Esquema que ilustra la seleccién de DH asistida por marcadores dirigida a combinar tolerancia a sequia
con resistencia a enfermedades en un programa de mejoramiento de pedigri. MSV = Virus del rayado del maiz;
DO = probables plantulas DH después de la duplicacién cromosdmica de haploides; D1 = semilla derivada de
plantas DO; CP = cruzas de prueba.
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Seleccion genoémica de ciclo rapido y fuente abierta

La seleccidon recurrente (SR) ha sido una herramienta importante del mejoramiento de maiz que se usa para
crear poblaciones fuente mejoradas cuya frecuencia de alelos deseables ha sido incrementada
significativamente, sobre todo en lo que se refiere a caracteres altamente complejos y poligénicos como la
tolerancia a la sequia y al calor. Aunque es eficaz, la SR basada Unicamente en el fenotipo requiere mucho
tiempo y muchos recursos, ya que es necesario generar progenies de CP y evaluar los materiales en multiples
localidades con repeticiones antes de cada paso de la seleccidn. Por tanto, si se pretende realizar cuatro ciclos
de SR, esto conlleva un minimo de cuatro ciclos de generacién de CP y otros cuatro ciclos de evaluacién de su
comportamiento en multiples localidades. La seleccion gendmica (SG) es un método novedoso que utiliza el
genotipeado de alta densidad para predecir el valor genético total de un individuo basandose en una serie
ejemplar de individuos que son fenotipeados en localidades representativas. Los métodos que se basan en la
SG suelen no considerar los datos del numero y la ubicaciéon de los QTL y se concentran en mejorar
genéticamente los rasgos cuantitativos y no en entender su base genética (Jannink et al., 2010). La utilidad de
los procedimientos basados en el genotipeado de alta densidad que se usan para predecir el comportamiento
indica que los marcadores se pueden utilizar como herramientas seleccionables para mejorar un rasgo
complejo, aunque no se entienda del todo la genética subyacente del rasgo o caracter en cuestién. La SG de
ciclo rapido (SGCR) es un instrumento conveniente para aumentar el ritmo de los ciclos de SR sin tener que
fenotipear cada serie de progenies recombinadas. Asimismo, con el SGCR se ahorra una considerable cantidad
de recursos materiales, en virtud de que solo se requiere un ciclo de fenotipeado en localidades
representativas. En las generaciones subsecuentes, los individuos recombinados solo son genotipeados y sus
valores genéticos se pueden predecir con base en los efectos previamente estimados del marcador.

En la Figura 2 se presenta un ejemplo de SGCR en el contexto de una poblacién multiparental cerrada. La SR
en una poblacidn multiparental puede ser muy eficaz en comparaciéon con una poblacién biparental, la cual
consume muchos recursos y no permite evaluar numerosas poblaciones. Tradicionalmente, de cada grupo
heterdtico se seleccionan de 8 a 12 lineas de maiz elite con rasgos complementarios como tolerancia a sequia,
resistencia a enfermedades y calidad nutricional mejorada, y se producen medios dialelos para poder obtener
todas las combinaciones posibles. Las F1 se recombinan ya sea en aislamiento o por medio de polinizacion
controlada para formar una poblacién F2 grande. Dependiendo de los caracteres que se quieran lograr para
una agroecologia en particular y de la informacidon molecular de dichos caracteres que se tenga, se podria
tratar de realizar enriquecimiento F2, como se describié en la seccidon sobre el mejoramiento de pedigri. En
esta ilustracidn, las semillas F2 son seleccionadas utilizando cuatro SNP validados, que son paralelos al QTL de
resistencia a enfermedades y a un gene mayor, crtRB1, que aumenta el contenido de betacaroteno en el
endospermo del maiz.

En el ciclo siguiente, después de la seleccidn F2, se establecen al menos 500 familias S2 (C0O) de cada poblacidn
multiparental, que serdn genotipeadas y sometidas a cruzas de prueba. En los siguientes ciclos, las CP se
genotipearan en condiciones de sequia y dptimas en localidades representativas, y se estimaran los efectos
del marcador, haplotipo o QTL. Se seleccionara el 5 a 10% de los mejores individuos de las familias CO, con
base en los datos de las cruzas de prueba, y se recombinaran para formar el C1 (ciclo 1). Los individuos del C1
se genotipearan y, segun los efectos del marcador CO calculados con anterioridad, se calcularan los valores
gendmicos estimados de mejoramiento (VGEM) y el 5 a 10% de los mejores individuos C1 seleccionados por
VGEM se recombinaran para formar el C2, sin ser sometidos a evaluacién fenotipica. Este paso se repite un
ciclo mas hasta el C3, en que los individuos seleccionados por VGEM serdn cruzados con un inductor de
haploidia para generar lineas DH. En caso de que el programa de mejoramiento logre obtener un gran nimero
de lineas DH del C3, es posible seleccionar un nimero mds pequefio de lineas superiores sin evaluacion
fenotipica utilizando VGEM (efectos del marcador de CO + informacion genotipica de las lineas DH). Las lineas
seleccionadas por medio de VGEM se pueden distribuir a diferentes empresas pequefias y medianas (PyME) y
a colaboradores de los sistemas nacionales de investigacidn agricola (SNIA) para su respectiva evaluacion (per
se y utilizando CP) en los ambientes de produccién que ellos elijan. La informacidon fenotipica que generen las
semilleras pequeias y medianas y los colaboradores de los SNIA podria compartirse y esto ayudaria a revisar o
actualizar los efectos del marcador, lo cual, a su vez, serviria para hacer predicciones en el futuro. La pre-
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seleccién de individuos F2 (usando informacion especifica sobre el marcador de calidad nutricional y/o
resistencia a enfermedades) combinada con multiples ciclos de seleccidén recurrente basada en estimaciones
robustas del efecto de marcadores en condiciones de sequia y optimas garantizaria que las lineas DH
derivadas de C3 sean superiores en cuanto a calidad nutricional y resistencia a enfermedades, y competentes
en cuanto a su comportamiento en condiciones de sequia, sin repercusiones en el rendimiento en condiciones
Optimas. La naturaleza de fuente abierta del esquema propuesto garantiza también que la informacién
fenotipica que generen las diferentes instituciones asociadas serd compartida y que, al mismo tiempo, las
instituciones conservardn los derechos de propiedad intelectual sobre los recursos materiales. La poblacién
fuente mejorada C3 podra compartirse también con los SNIA que la soliciten, los cuales, a su vez, pueden
promover este material como un sintético superior o una variedad de polinizaciéon abierta (VPL) que los
agricultores podran sembrar o utilizar en sus propios programas de mejoramiento para derivar lineas
endogamicas superiores. Se pueden obtener mayores beneficios con el esquema propuesto si se siembran
viveros todo el aio a fin de acelerar el ciclo de mejoramiento.
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DT1, DT2, DT3, DT4, DR1, DR2, DR3, DR4, PA1, PA2, PA3, PA4

l Medio dialelo de lineas parentales

Fl

i ‘ Recombinacion de F1 para formar F2
F2

= Seleccionar 5000 semillas y genotipearlas con cuatro SNP validados
(cada dos flanqueando un QTL DR mayor y gene CrtRB1 (ProA)

« Descarte las semillas homocigotas de alelos desfavorables y
autofecunde el resto

Familias F,.; (CO)

Familia F,; CP (CO-CP)

v v

Vivero de Evaluacién CO-CP en condiciones Genotipeado de baja/alta
observacién CO Optimas y de sequia densidad de familias CO

v

Seleccionar 5-10% de los mejores individuos de CO
basados en CO-CP y recombinarlos para formar C1

v

Recombinar 5-10% de los mejores individuos de las plantas C1 Efectos del marcador de
basados en VGEM para formar C2 sin evaluacién fenotipica genotipos CO + C1 = VGEM-C1

Recombinar 5-10% de los mejores individuos de las plantas C2 Efectos del marcador de
basados en VGEM para formar C3 sin evaluacién fenotipica genotipos CO + C2 = VGEM-C2

Seleccionar 5-10% de los mejores plantas C3 basadas en Efectos del marcador de

VGEM y cruzarlas (cprpo hembra) con el inductor de g genotipos CO + C3 = VGEM-C3
haploidia (como macho)

v

Haploides

'L ‘ Mismos pasos que se indican en la Figura 1

Lineas DH

Genotipeado de lineas DH y seleccién de lineas superiores
basadas en VGEM sin evaluacion fenotipica

Fenotipeado de DH-CP Fenotipeado de DH-CP Fenotipeado de DH-CPy  Fenotipeado de DH-

= v lineas DH per se por y lineas DH per se por lineas DH per se por CPy lineas DH per se ==
: parte de PyME1 parte de PyME2 parte de SNIA1 por parte de SNIA2 :
I | ] | ] I
1 1
1 I
: Liberacién comercial de hibridos elite por Liberacion comercial de hibridos elite :
1 parte de PyME después de ENC por parte de SNIA después de ENC I
1 |
] 1

> Fenotipos de PyME y SNIA contribuyen a revisar/ <€
actualizar los efectos del marcador

Figura 2. Un modelo multiparental de SR de fuente abierta para la integracion de marcadores moleculares y la tecnologia
DH a fin de distribuir rapidamente lineas superiores con tolerancia a sequia, resistencia a enfermedades y calidad
nutricional. TS = tolerancia a sequia; RE = resistencia a enfermedades; PA = provitamina A; CO = ciclo 0; C1 =ciclo 1;

C2 =ciclo 2; C3 =ciclo 3; CP = cruzas de prueba; VGEM = valores gendmicos estimados de mejoramiento; PyME = pequefias
y medianas empresas; SNIA = sistema nacional de investigacidn agricola; ENC = ensayos nacionales de comportamiento.

45



Referencias

Babu R, Nair SK, Kumar A, Venkatesh S, Sekhar JC, Singh NN, Srinivasan G, Gupta HS (2005) Two-generation marker
aided backcrossing for rapid conversion of normal maize lines to Quality Protein Maize (QPM). Theor. Appl.
Genet. 111: 888-897.

Babu R, Palacios N, Gao S, and Yan J, and Pixley K (en proceso) Validation of the effects of molecular marker
polymorphisms in LcyE and CrtRB1 on provitamin A concentrations for 26 tropical maize populations. Theor.
Appl. Genet.

Bernardo R (2009). Should maize doubled haploids be induced among F1 or F2 plants? Theor. Appl. Genet.

119: 255-262.

Bonnett DG, Rebetzke GJ, Spielmeyer W (2005) Strategies for efficient implementation of molecular markers in
wheat breeding. Mol. Breed. 15: 75-85.

Gao S, Martinez C, Debra J, Krivanek AF, Crouch JH, Xu Y (2009) Development of a seed DNA-based genotyping
system for marker-assisted selection in maize. Mol. Breed. 22: 477-494.

Gordillo A, Geiger HH (2008) Alternative recurrent selection strategies using doubled haploids lines in hybrid maize
breeding. Crop Sci. 48: 911-922.

Howes NK, Woods SM, Townley-Smith TF (1998) Simulations and practical problems of applying multiple marker
assisted selection and doubled haploids to wheat breeding programs. Euphytica 100: 225-230.

Jannink JL, Abadie TE (1999) Inbreeding method effects on genetic mean, variance, and structure of recurrent
selection populations. Crop Sci. 39: 988—997.

Jannink JL, Lorenz AJ, lwata H (2010) Genomic selection in plant breeding: from theory to practice. Briefings in

Functional Genomics 9: 166-177.

Kyetere DT, Ming R, McMullen MD, Pratt RC, Brewbaker J, Musket T (1999) Genetic analysis of tolerance to maize
streak virus in maize. Genome 42: 20-26.

Lu XW, Brewbaker JL, Nourse SM, Moon HG, Kim SK, Khairallah M (1999) Mapping of quantitative trait loci
conferring resistance to maize streak virus. Maydica 44: 313-318.

Lubberstedt T, Ursula K (2012) Application of doubled haploids for target gene fixation in backcross programmes of
maize. Plant Breed. doi:10.1111/j.1439-0523.2011.01948.x

Mayor P, Bernardo R (2009) Doubled haploids in commercial maize breeding: one-stage and two-stage selection
versus marker-assisted recurrent selection. Maydica 54: 439-448.

Prasanna BM, Vasal SK, Kassahun B, Singh NN (2001) Quality protein maize. Curr. Sci. 81: 1308-1319.

Riggs TJ, Snape JW (1977) Effects of linkage and interaction in a comparison of theoretical populations derived by
diploidized haploid and single seed descent methods. Theor. Appl. Genet. 49: 111-115.

Wang J, Chapman SC, Bonnett, DG, Rebetzke GJ, Crouch J (2007) Application of population genetic theory and
simulation models to efficiently pyramid multiple genes via marker-assisted selection. Crop Sci. 47: 582-588.

Welz HG, Schechert A, Pernet A, Pixley KV, Geiger HH (1998) A gene for resistance to maize streak virus in the
African CIMMYT maize inbred CML202. Mol. Breed. 4: 147-154.

Yan J, Kandianis C, Harjes CE, Li B, Kim EH, Yang X, Skinner DJ, Zhiyuan F, Mitchell S, Li Q, Salas Fernandez MG,
Zaharieva M, Babu R, Yang F, Palacios Rojas N, Li J, Dellapenna D, Brutnell T, Buckler ES, Warburton ML,
Rocheford T (2010) Rare genetic variation at Zea mays crtRB1 increases beta-carotene in maize grain. Nat.
Genet. 42: 322-327.

46



8. DH en el mejoramiento de maiz comercial: Selecciones fenotipicas

Daniel Jeffers y George Mahuku

Introduccién

El uso de dobles haploides (DH) en los programas de mejoramiento de maiz comercial ofrecen varios
beneficios a la industria semillera, como por ejemplo, reduccion de los costos relacionados con las
operaciones de mejoramiento, aceleracién de los ciclos de mejoramiento para llevar los productos al mercado
y mayor eficiencia en la caracterizacion y el aprovechamiento de germoplasma nuevo. Por esta razoén, la
tecnologia DH se ha convertido en un componente fundamental del desarrollo de productos en las grandes
empresas semilleras. En este capitulo se describe cdmo se esta aplicando en los programas de mejoramiento
con fines comerciales la tecnologia DH, en combinacién con fenotipeado de alto rendimiento y
razonablemente preciso.

Los dobles haploides de maiz comenzaron a producirse para utilizarse en el mejoramiento de ese grano desde
la década de 1940 en los Estados Unidos de Norteamérica (Chase, 1947, 1949) y como lineas parentales de
hibridos comerciales, desde principios de la década de 1960 (Troyer, 2004; Forster y Thomas, 2005). DeKalb
640, el primer hibrido comercial tolerante a la alta densidad de siembra de amplia aceptacion que se sembré
en Estados Unidos, contenia tres lineas DH en su pedigri (Chang y Coe, 2009). Aunque la tasa de induccion y la
de duplicacion cromosdémica inicialmente fueron bajas, las lineas homocigotas que desarrollaron los
programas de mejoramiento de pedigri elite resultaron de mucha utilidad en los programas de mejoramiento
de maiz con fines comerciales.

En las actividades de mejoramiento con fines comerciales, acelerar el ciclo de mejoramiento utilizando
tecnologia DH tiene grandes beneficios, debido a que se reducen de manera significativa los recursos que se
necesitan para desarrollar las lineas. Las empresas de mejoramiento comercial, gracias a la tecnologia DH,
eliminan también las actividades de ensayo de Etapa 1 que se realizan en las lineas endogamicas de
generacion temprana. En tan solo 3 6 4 ciclos, después del desarrollo de las lineas D1, las nuevas lineas que se
utilizan para generar hibridos comerciales se pueden evaluar en viveros de seleccion de estrés y en ensayos en
multiples localidades; estas lineas se mandan a las unidades de produccién de semilla comercial de las
compafiias, para que las siembren en ensayos con parcelas en franjas de hibridos precomerciales. Algunas de
las grandes compaiiias semilleras multinacionales actualmente usan lineas DH en la mayoria de sus actividades
mejoramiento. Segun informes, en 2011, Pioneer generd una cantidad de lineas DH que supera el nimero
total de lineas endogamicas generadas en los primeros 80 afios de sus actividades fitotécnicas. Este dato es
representativo de la industria semillera multinacional en conjunto. Ahora el foco de atencidn es la seleccién
asistida por marcadores (SAM) y el fenotipeado de alto rendimiento de las recién generadas lineas DH.

La tecnologia DH aumenta la capacidad de identificar materiales de mejoramiento con
comportamiento superior en diversas condiciones medio ambientales

En los grandes programas de mejoramiento comerciales, las lineas DH ahora se evaldan mas rdpidamente y se
seleccionan gracias a los marcadores moleculares, antes de caracterizar su comportamiento agronémico en
muchos ambientes y evaluar su resistencia a estreses bidticos y abidticos relevantes. Estos ambientes incluyen
aquéllos con estrés controlado (Campos et al., 2004) que proporcionan informacion acerca del rendimiento en
condiciones no dptimas. La evaluacion de las lineas DH completamente homocigotas y sus productos hibridos,
brinda una excelente oportunidad de vincular el comportamiento fenotipico con el genotipo. La empresa Dow
AgroSciences en Brasil, utilizando un programa de DH a escala comercial junto con una buena caracterizacidn
fenotipica de la reaccidon a enfermedades bidticas, logré cambiar rapidamente los perfiles fenotipicos de
enfermedad de sus lineas endogamicas elite para dotarlas con resistencia a numerosas enfermedades, gracias
a un reciclado rapido, y como resultado, creé un fuerte sistema de produccién comercial de hibridos
resistentes a muchas enfermedades. Esto lo hicieron antes de que se comenzaran a utilizar de manera
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habitual las herramientas moleculares para ayudar a genotipear las lineas DH endogamicas (D. Jeffers,
informacion personal).

En la ultima década, las grandes companiias semilleras internacionales han logrado enormes avances en su
capacidad de genotipeado, pero se han dado cuenta de que su capacidad de fenotipeado no ha avanzado al
mismo ritmo (Campos et al., 2004). Por tanto, se hicieron cuantiosas inversiones destinadas a mejorar la
capacidad de realizar fenotipeado de alto rendimiento para evaluar germoplasma de maiz en condiciones
tanto dptimas como de estrés utilizando “plataformas de fenotipeado”. El término “fendmica" se ha aplicado a
todo el campo de la caracterizacién fenotipica mejorada por medio de la tecnologia moderna, que incluye
técnicas como las imagenes digitales, el analisis espectral y la medicidon de la temperatura del follaje (dosel),
asociadas con la bioinformatica (Finkle, 2009; Gonzalez-Pérez et al., 2011; Montes et al., 2011; Patil y Kumar,
2011). Estas técnicas se han utilizado para evaluar el comportamiento agronémico en condiciones éptimas y
de estrés tanto abidtico como abidtico, y proporcionan una medicién mds cuantitativa de las respuestas del
germoplasma. La obtencion de resultados mds precisos también nos ha dado la oportunidad de entender
mejor la base genética de la respuesta a varios estreses.

Utilizacion de los DH con otras tecnologias para acelerar los avances del mejoramiento

Los dobles haploides son solo un componente del paquete tecnolédgico que ha permitido a los programas de
mejoramiento comerciales aumentar tanto la eficiencia de sus actividades como los avances genéticos
logrados en cada ciclo de mejoramiento. Por ejemplo, en la industria semillera Pioneer usa la Tecnologia para
Acelerar el Rendimiento (Accelerated Yield Technology, AYT™ System), que abarca mejoramiento molecular,
bioinformatica, dobles haploides, fitogendmica, fenotipeado de precisién e instrumentos que apoyan la toma
de decisiones, para crear y distribuir mejores productos comerciales. El fenotipeado de precision proporciona
la capacidad de evaluar la respuesta fenotipica a nivel macro, y también a nivel molecular, una vez que se
entiende la base genética de la respuesta. Las herramientas de fenotipeado como la “Proteémica” (Liebler,
2002) y la “Metalabolémica” (Daviss, 2005) pueden, entonces, utilizarse para hacer una mejor caracterizacion
de germoplasma.

Perspectivas a futuro

El fenotipeado de alto rendimiento en el campo con un grado razonable de precisién desempefa un
importante papel en las modernas operaciones de mejoramiento de maiz, pues se han logrado avances
significativos en entender la respuesta de la planta a su medio ambiente vy, por ultimo, su comportamiento
agrondmico. A medida que se obtenga mas informacidn de la base genética de dicha respuesta, el fenotipeado
molecular se convertird en un mayor componente del proceso de fenotipeado que predice la respuesta
genotipica de las lineas comerciales de maiz. Estas actividades las pueden realizar grandes instituciones como
las empresas semilleras multinacionales, ya que es necesario hacer una inversién considerable en
infraestructura. Las técnicas para obtener haploidia son herramientas valiosas para acelerar la produccién de
plantas transgénicas homocigotas y, por tanto, ayudan a establecer las técnicas de transformacion. Si se
combina la haploidia con otras tecnologias como la seleccidn asistida por marcadores, la mutagénesis inducida
y los transgénicos, el mejoramiento de cultivos se harda en mucho menos tiempo. Los haploides dobles
proporcionan productos que facilitan estas actividades y constituyen un mecanismo que acelera la utilizacién
de la genética moderna en productos comerciales.
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9. Acceso a lineas inductoras de haploidia tropicalizadas y servicio de
DH a los colaboradores del CIMMYT

B.M. Prasanna, Vijay Chaikam, George Mahuku y Rodrigo Sara

Acceso a lineas inductoras de haploidia tropicalizadas

La adopcidn de la tecnologia DH por parte de algunas instituciones de mejoramiento de maiz integrantes de
los sistemas nacionales de investigacion agricola (SNIA), asi como de empresas pequefias y medianas, ha sido
limitada, sobre todo en los paises en desarrollo, por la falta de lineas inductoras adaptadas a condiciones
tropicales y subtropicales. El Programa Global de Maiz del CIMMYT, en colaboracién con el Instituto de
Fitotecnia, Ciencia de la Semilla y Genética Poblacional de la Universidad de Hohenheim, se ha ocupado de
solucionar esta limitacién y ya cuenta con lineas inductoras de haploidia que compartird con las instituciones
que tienen interés en utilizarlas, conforme a los siguientes términos y condiciones especificas.

Las lineas inductoras de haploidia tropicalizadas que desarrollaron el CIMMYT y la Universidad de Hohenheim
tienen alta capacidad de induccién (~¥8-10%) y se ha observado que tienen un mejor comportamiento
agronomico que las inductoras de clima templado en las estaciones experimentales del CIMMYT en México
(Agua Fria y Tlaltizapan). Uno de los hibridos inductores generados utilizando lineas inductoras de haploidia
tropicalizadas mostrd, en condiciones tropicales, heterosis para las caracteristicas vigor de planta y produccion
de polen, y mantuvo una tasa similar de induccion de haploidia (~8-10%). EI CIMMYT vy la Universidad de
Hohenheim han decidido compartir la semilla de una de las lineas inductoras de haploidia tropicalizadas (uno
de los progenitores de un inductor hibrido) y del inductor hibrido mismo, y autorizar su uso a quienes lo
soliciten, previa firma de un Acuerdo de Transferencia de Materiales (ATM) y bajo ciertas restricciones
dirigidas a proteger los derechos de propiedad intelectual de ambas instituciones sobre dichas lineas
inductoras.

Lineamientos para obtener lineas inductoras de haploidia tropicalizadas
A continuacion aparecen los lineamientos generales para obtener las lineas inductoras con fines de
investigacién o comerciales.

Para fines de investigacion por parte de los SNIA: Las instituciones de los SNIA que se interesen en acceder a
las lineas inductoras con un propdsito especifico, como por ejemplo, generar lineas DH que se utilizardn en
programas de mejoramiento, deberdn enviar una carta de intencién o de expresién de interés al CIMMYT. En
el caso de aquellas instituciones que cumplen con los requisitos, el CIMMYT y la Universidad de Hohenheim les
proporcionaran las inductoras sin ningun costo, previa firma de un Acuerdo de Transferencia de Materiales
con fines de investigacién. La utilizacion de lineas inductoras por parte de las instituciones de los SNIA, ya sea
para fines comerciales propios o de otras partes interesadas, debera tramitarse por separado mediante una
licencia de uso comercial, como a continuacion se indica.

Para uso comercial: Los solicitantes pueden acceder a las lineas inductoras para uso comercial después de
firmar un Acuerdo de Transferencia de Materiales y de Uso Comercial con el CIMMYT vy la Universidad de
Hohenheim. Cada uno de los solicitantes deberd pagar a la Universidad de Hohenheim una cuota Unica de
licencia (25,000 ddlares estadounidenses), que cubrird el suministro de semilla de dos lineas inductoras de
haploidia, es decir, uno de los progenitores de un hibrido inductor de haploidia tropicalizado y el hibrido
inductor mismo. Si el solicitante desea obtener el otro progenitor del hibrido inductor, tendra que realizar un
pago Unico de 10,000 délares por otra licencia a la Universidad de Hohenheim.

El CIMMYT enviara la semilla de los inductores mencionados en el parrafo anterior al solicitante, normalmente
en un periodo de tres semanas, después de la firma del Acuerdo de Transferencia de Materiales (cuando sea
para fines de investigacion) o del Acuerdo de Transferencia de Materiales y de Uso Comercial, y tras la
recepcién del pago Unico por la licencia, segun sea el caso.
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Servicio de DH de maiz por parte del CIMMYT a sus colaboradores del Consorcio Internacional de
Mejoramiento de Maiz (IMIC)

Recientemente, el CIMMYT establecid un sitio de produccién de DH de maiz en su estacidn experimental en
Agua Fria, estado de Puebla, México. Al contar con este sitio, se ofrecerd, a un costo de recuperacién, un
servicio de producciéon de lineas DH a los miembros de los Consorcios Internacionales de Mejoramiento de
Maiz que operan en Asia y América Latina (es decir, IMIC-Asia e IMIC-LA). Si requiere usted informacién sobre
como integrarse al Consorcio, péngase en contacto con el director del Programa Global de Maiz del CIMMYT.

En la estacién de Agua Fria, el vivero para inducir haploidia en los materiales fuente se siembra a finales de
mayo vy la semilla se cosecha en septiembre. Las semillas haploides se identifican utilizando marcadores del
color de grano y las pldntulas son sometidas inmediatamente a duplicacién cromosémica. El vivero de
haploidia (DO) se cultiva de noviembre a abril. La semilla D1 de las lineas DH se procesa y se envia a los
colaboradores en mayo o junio, después de que se realicen los procedimientos requeridos para exportar el
germoplasma.

Posibles modelos que pueden utilizar los programas de mejoramiento para adoptar la tecnologia DH
Modelo 1 - servicio completo: En este caso, el colaborador manda el germoplasma fuente (poblaciones para
generar lineas DH) y el CIMMYT realiza todos los pasos (inducciones, clasificacién, duplicacion cromosdémica y
derivacién de semilla D1) que sean necesarios para generar lineas DH. Al final del proceso, el CIMMYT envia al
cliente toda la semilla de la linea DH (semilla D1) que se haya obtenido. Para que este modelo funcione
eficazmente, el colaborador debera consultar con anticipacion al CIMMYT y manifestar que desea enviar
poblaciones para que se generen lineas DH.

Modelo 2 - servicio parcial: En este modelo se plantean dos posibilidades: (1) el colaborador realiza la
induccién de granos haploides y los manda para que en las instalaciones centralizadas del CIMMYT se lleven a
cabo la seleccion y la duplicacion cromosdmica, y se generen las lineas DH; y (2) el colaborador realiza la
induccién de haploidia y la seleccion de granos haploides, y manda Unicamente los granos haploides para que
en las instalaciones del CIMMYT se lleven a cabo la duplicacion cromosémica y la generacion de lineas DH
(semilla D1).

Cémo identificar qué tipo de servicio DH se necesita

e Por ahora, el sitio dedicado al servicio DH en la estacién experimental del CIMMYT en Agua Fria tiene
capacidad para generar, en total, 150 poblaciones al afio para cubrir la demanda interna y externa de
produccién de lineas DH. Las partes interesadas pueden mandar un maximo de 5 a 10 poblaciones
para induccidn de haploidia y generaciéon de lineas DH.

e (Cada afio, en enero, se hara una convocatoria para solicitar la produccién de lineas DH. Aquellos
colaboradores que deseen utilizar este servicio deberan firmar un Acuerdo de Transferencia de
Materiales con el CIMMYT, para finales de febrero.

e Después de haber firmado el Acuerdo de Transferencia de Materiales y pagado, segun sea el caso, el
cargo correspondiente (es decir, el costo de recuperacién) (segin los datos que se dan a
continuacidn), para finales de abril, los colaboradores deberdn mandar 200 semillas de cada poblacion
en la que se hara la induccion de haploidia. Al envio de semilla deberad anexarse informacion de la
etapa de floraciéon (sobre todo de la emisién de estigmas) y de la adaptacion del material
(tropical/subtropical/valles altos).

e Silos colaboradores desean mandar Unicamente semilla haploide seleccionada y solicitar un servicio
parcial (duplicacién cromosdmica y generacion de lineas DH), deberan enviar los granos haploides al
CIMMYT (después de haber firmado un Acuerdo de Transferencia de Materiales y pagar la cuota
correspondiente) el primero de octubre a mas tardar.

o Después de concluidas la induccidn de haploidia y la generacién de lineas, el CIMMYT informara al
colaborador en cuestion si logré producir lineas DH de las poblaciones fuentes que recibié. En caso de
que una poblacién fuente contenga un gene inhibidor del color del grano, el cual no permite
identificar de manera fiable los granos haploides, el CIMMYT informarda de esta situacidon al
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colaborador correspondiente y no continuard con el proceso de producir lineas haploides de esa
poblacién fuente. En este caso, al colaborador se le cobrara Unicamente el costo de la induccidn de
haploidia (200 délares por poblacién).

Los colaboradores de instituciones del sector privado tendran que pagar el servicio de DH, después de
firmar el Acuerdo de Transferencia de Materiales y antes de que se inicie el trabajo de produccién de
DH. Los colaboradores de instituciones del sector publico podran utilizar recursos del presupuesto del
colaborador para pagar los servicios de DH, antes de firmar el Acuerdo de Transferencia de
Materiales. Si la solicitud es autorizada, los cargos por el servicio seran deducidos internamente en el
CIMMVYT del presupuesto del colaborador, segin sea el caso. Los aliados del sector publico que no
cuenten con presupuesto de colaboracién deberdn obtener los fondos necesarios para cubrir el
importe del servicio de DH antes de firmar el Acuerdo de Transferencia de Materiales y antes de que
el CIMMYT inicie el proceso.

Se cobrara un costo de cancelacidn por cada servicio solicitado que a ultimo momento sea cancelado.
Este costo sera proporcional a la cantidad de trabajo realizado hasta el momento de recibir la solicitud
formal del colaborador cancelando el servicio de DH.

Costo de recuperacidn del servicio de produccion de lineas DH
Los costos del servicio total o parcial se indican a continuacién:

1)
2)
3)

4)

Unicamente induccién de haploidia: Se cobraran 200 délares estadounidenses por cada poblacién
fuente que sea sometida a induccién de haploidia.

Identificacidon de semilla haploide y duplicacion cromosdémica: Se cobrardn 25 délares por cada linea
DH proporcionada.

Unicamente duplicacién cromosémica y produccién de semilla DH (D1)): Se cobraran 22 délares por
cada linea DH proporcionada.

Servicio DH completo (que incluye induccion de haploidia, identificacion de haploides, duplicacion
cromosomica y produccion de lineas DH): Se cobraran 30 ddlares por cada linea DH proporcionada.

Nota: Cada afio, Unicamente con el fin de recuperar costos, el CIMMYT revisard y posiblemente ajustara
estos costos, dependiendo de los costos de operacidn.

Para mas informacidn, envie un correo electrénico al:

Dr. B.M. Prasanna, director del Programa Global de Maiz del CIMMYT (b.m.prasanna@cgiar.org), o al
Dr. Vijay Chaikam, especialista en tecnologia DH, Programa Global de Maiz del CIMMYT
(v.chaikam@cgiar.org).
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