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CARACTERIZACION DE LINEAS DE TOMATE TRANSFORMADAS CON EL
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Palabras clave: tomate, EFR, resistencia a enfermedades.

Introduccién

Las plantas tienen la capacidad de reconocer patdgenos a través de dos sistemas de
percepcién. Un sistema detecta moléculas microbianas o celulares, llamados patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) o dafio celular (DAMPs). Esta percepcion se lleva
a cabo mediante receptores de reconocimiento de patrones bacteriano/celular (PRRs, pattern-
recognition receptors) y desencadena la inmunidad activada por PAMPs (PTI). El otro sistema
reconoce efectores microbianos a través de proteinas de resistencia (proteinas R). El mismo,
desencadena la inmunidad activada por efectores (ETI). El receptor EFR es una PRR de
Arabidopsis thaliana que reconoce el factor de elongacién Tu (EF-Tu) y desencadena la
inmunidad activada por PAMPs (PTI) (Zipfel C, et al., 2006). EF-Tu es una de las proteinas mas
conservadas y abundantes en bacterias, sin embargo, el receptor EFR se encuentra restringido
a la familia de las Cruciferas. La expresion de este receptor en especies vegetales de otras
familias confiere a las mismas la capacidad de desencadenar la PTI en respuesta a EF-Tu
(Lacombe S, et al., 2010). El objetivo de este trabajo es caracterizar lineas de tomate
transformadas con el gen EFR de A. thaliana y determinar si las mismas adquieren capacidad
de desencadenar la PTI en respuesta a EF-Tu.

Metodologia

Plantas de tomate de la variedad Milong6n fueron transformadas en The Sainsbury Laboratory
(UK) con una construccién para sobreexpresion del gen EFR. Se analizaron plantas de siete
lineas de tomate transformadas con esta construccion (Lineas 4, 6, 8, 10, 16, 20, 29).

Se realizaron extracciones de ADN, ARN y proteinas de plantas transformadas y de plantas
control wt (sin transformar). Se constaté la presencia del inserto mediante PCR con primers
especificos para EFR. Se realizaron andlisis de la expresion de ARNm mediante PCR en tiempo
real y analisis de la expresion de la proteina mediante Western blot. Finalmente se determin6
la capacidad de las lineas de reconocer al péptido elf18 (parte EF-Tu) y desencadenar la PTI
mediante la cuantificacion de la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) de las
diferentes lineas al ser tratadas con el péptido elf18.

Resultados y Discusion

Todas las lineas de plantas analizadas presentaron el inserto del gen EFR cuando se realizo la
amplificacion por PCR con primers especificos a diferencia de las plantas wt control donde no
se observo la presencia de amplicon. En algunas de las plantas analizadas no se observo
presencia del inserto. Esto se debe a que las plantas analizadas corresponden a la generacion
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T1 y fueron sembradas en tierra, sin seleccion por resistencia a antibiético; por lo tanto, el
inserto esté segregando.

Para el analisis de la expresién génica se analizaron Unicamente las lineas 4, 6, 8, 20 y 29 y se
utilizaron tres plantas de cada linea. Se comparé la expresion del ARNm de EFR con respecto a
plantas wt. Se determin6 que la linea que tiene mayores niveles de expresién a nivel
transcripcional es la linea 6 (Figura 1a). Lo mismo se observo a nivel proteico; las plantas de la
linea seis presentan niveles mayores de expresion de la proteina EFR (Figura 1b).

En la determinacion los niveles de produccion de ROS y, por lo tanto, la capacidad de
reconocer al péptido efl18 se observd que la linea 6 presenta niveles intermedios de
produccion de ROS (Figura 1c). El hecho de que esta linea presenta altos niveles de expresion
del ARN y de la proteina no se corresponde con los niveles intermedios de capacidad de
respuesta a elfl8 e induccion de la PTI. Este resultado podria deberse a que la proteina
producida no es totalmente funcional, por lo que la cantidad de receptor EFR que realmente
reconoce a elfl8 podria ser menor de lo observado en los anélisis de expresion de ARNm vy
proteinas.

Las lineas que presentaron niveles mayores de induccion de la PTI (medido por acumulacién
de ROS) fueron las lineas 4, 20 y 29 (Figura 1c). Estas lineas seran seleccionadas para realizar
futuros analisis como determinacion del nimero de copias del inserto e inoculaciones con
bacterias fitopatogenas.
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Figura 1. a. Niveles de expresién de ARNm de EFR. b. Niveles de expresion de proteina de EFR. c. Niveles
de acumulacién de ROS.
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Introduccién

En este informe se plantean los resultados del proyecto “Mapeo asociativo para la
identificacién de marcadores asociados a rendimiento, calidad y resistencia a enfermedades en
la poblacion de mejoramiento de arroz de INIA”. Este proyecto tiene como objetivo identificar
marcadores moleculares, SNP (del inglés, Single Nucleotide Polymorphism) para ser utilizados
en seleccion asistida por el programa de mejoramiento, de manera de mejorar mas
rapidamente para caracteristicas de calidad (yesado, grano entero y blancura de grano) y
resistencia a enfermedades del tallo (Rhizoctonia oryzae-sativae y Sclerotium oryzae). En este
reporte se presentaran los resultados para caracteres de calidad y fisiol6gicos. A partir de los
datos de secuenciacion parcial del genoma de 665 lineas del programa de mejoramiento se
identificaron los 57400 SNPs y se procesaron los datos fenotipicos para los caracteres de
interés como fue reportado en la Serie Técnica de Difusion de Arroz (2013). A partir de analisis
de bioestadisticos de asociacion entre datos genotipicos y fenotipicos se encontraron regiones
cromosémicas o QTLs (del inglés, Quantitative Trait Loci), marcadores moleculares y genes
candidatos asociados a yesado, grano entero, blancura del grano, fecha de floracién y altura de
la planta. La primer etapa en este proceso de analisis es la determinacién de la estructura
genética de la poblacién de estudio, de manera de disminuir asociaciones espurias entre
marcadores y fenotipo.

Materiales y métodos

Determinacion de la estructura de la poblacién de mapeo y andlisis de asociacion

Para los andlisis de asociacion se utilizd un modelo lineal mixto que corrige por estructura de la
poblacién utilizando los coeficientes obtenidos por andlisis de componentes. EI modelo
utilizado fue el siguiente: y = XB+Qv+e (Price et al. 2006) donde: Y= vector fenotipico, X= matriz
de marcadores moleculares, 8=vector de efectos alélicos, Q = estructura de la poblacion
representada por los scores de los ejes relevantes del PCA, v= vector del efecto poblacional y €=
errores residuales.

Anotacion de genes
A partir de la informacion de QTLs encontradas y considerando umbrales de p valores
superiores a 1 x 10 se seleccionaron los SNPs . Utilizando las coordenadas de localizacién de

Serie Actividades de Difusion N° 741
VIl Jornada de Agrobiotecnologia INIA N° 5



me
e

INIA Las Brujas — Estacidn Experimental “Wilson Ferreira Aldunate” -

éstos SNPs, se localizaron en el genoma de arroz reportado en RAP (Rice Annotation Project)
de modo de vincularlos a genes cuya funcién puede ser asociada al caracter de interés.

Resultados

El andlisis de componentes principales (PCA) de los datos genotipicos mostré una clara
estructura correspondiente a los tipos indica y japonica tropical presentes en la poblacién. Los
dos componentes principales explicaron mas del 60% de la varianza genotipica. El
germoplasma Indica presenta mayor diversidad que el Japonica.

Se encontraron QTLs asociados a todas las caracteristicas evaluadas. Para fecha a floracion se
destaca un QTL en el cromosoma 3; para altura de la planta en los cromosomas 1, 3, 5, 6, 8, 10,
11 y 12; para grano entero en cromosomas 3, 4 y 6; para yesado en cromosomas
1,2,3,6,7,8,10; y para blancura del grano en los cromosomas 1, 4, 6 y 12.

A. ) WO B ) CHALRINE 5%

Figura 1. Manhattan plot que muestran los QTLs asociados a los caracteres de interés. A.
Grano entero. B. Yesado del grano.

Los SNPs asociados para los diferentes caracteres fueron visualizados en el genoma del arroz,
encontrando que muchos de ellos se encontraban en secuencias génicas. A partir de revisiones
bibliogréficas, se seleccionaron aquellos SNPs asociados que se localizaban en genes cuya
funcién pudiera estar relacionada con el caracter estudiado. En el caso de grano entero y
yesado se encontrd una asociacion muy alta en 3 SNPs localizados en un gen del cromosoma 6
gue codifica para una toprim domain-containing protein implicada en la degradacion del
almidén. Ademas, para grano entero se encontr6 un SNP en un gen de expansina en el
cromosoma 4 cuya funcién esté asociada al tamafio del grano.

Conclusiones

Se identificaron marcadores asociados a caracteres de calidad como yesado, grano entero y
blancura del grano y a caracteres fisioldgicos como fecha a floracion y altura de la planta que
seran utilizados como marcadores para seleccion asistida en el programa de mejoramiento de
INIA.
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AVANCES EN LA IDENTIFICACION DE PORTADORES DE LA DEFICIENCIA EN
LA ADHESION LEUCOCITARIA BOVINA EN RAZA HOLANDO

Branda Sica, A*".; Federici, M.T.: Briano, C.%; Romero, A.? Llambi, S°., Dutra, F.%; Dalla Rizza,
M*,

! Unidad de Biotecnologia, INIA Las Brujas, Canelones, Uruguay.

2 DILAVE “Miguel C. Rubino”, Laboratorio Regional Este, Treinta y Tres, Uruguay.
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Introduccion

La deficiencia en la adhesion leucocitaria bovina (BLAD) representa un problema a nivel de los
tambos por generar inmunodepresion que podria ser la causa predisponente de muchas de las
patologias infecciosas reconocidas en terneros. Los animales afectados mueren a causa de la
extrema susceptibilidad a las infecciones, causada por la incapacidad de glébulos blancos
(leucocitos) para pasar al espacio extravascular en el tejido infectado. Es una enfermedad
autosomica, producto de una mutacién puntual en el gen CD18 que codifica una glicoproteina
de membrana del leucocito llamada subunidad beta-2 integrina (Shuster y col., 1992). En la
raza Holando, la enfermedad es causada por una mutacion que provoca un cambio de Adenina
(A) a Guanina (G) en el exd6n 4 de la subunidad beta-2 integrina, donde se produce una
sustitucién de un aminoé&cido por otro, del acido aspartico por glicina en la posiciéon 128 de la
proteina del receptor. La mutacion afecta el funcionamiento de un receptor proteico en los
leucocitos y en la respuesta inmune contra las infecciones. En nuestro pais, utilizando el
diagnostico con marcadores de ADN sobre una muestra de 138 bovinos Holando en
establecimientos lecheros, se encontrd que el 7.2% eran portadores de esta patologia, con una
prevalencia génica de 0.96%, 13.3% y 36.8% en vacas, toros y terneros, respectivamente
(Llambi y col., 2007). Otro muestreo posterior en 253 vacas Holando en el departamento de
Colonia confirm6 la importancia de BLAD en el pais (Kelly y col., 2010). El diagndstico de BLAD
es dificil de realizar por métodos de diagnésticos convencionales, sélo puede confirmarse por
técnicas biotecnoldgicas tales como PCR/RFLP o PCR/Secuenciacion.

Materiales y métodos

Se ha realizado un muestreo en forma aleatoria en 190 vacas de la raza Holando provenientes
de predios lecheros de nuestro pais. Se realizaron las extracciones de glébulos blancos a partir
de sangre fresca. Se cuantificé y se determind la calidad de ADN obtenido en el laboratorio del
Banco de ADN de la Unidad de Biotecnologia, siguiendo normas y protocolos del mismo. Para
la realizacién de este diagndstico se utilizaron 2 metodologias distintas: (1) PCR- RFLP: Se
amplificé por PCR una region del gen CD18 (159 pares de bases) y se digirié posteriormente el
producto amplificado con la endonucleasa Taql de acuerdo a Llambi y col. (2003), y (2) PCR-
Secuenciacién (MACROGEN, Korea): Se enviaron a secuenciar los amplicones (secuencias
forward y reverse). Se analizaron mediante alineamiento mudltiple (software BioEdit),
restriccién virtual (software NEBcutter) y andlisis visual del SNP por observacion de la
superposicion de los picos de fluorescencia en el electrofenograma respectivo (para el caso de
un heterocigota portador de BLAD).

Resultados y Discusion

De un total de 190 muestras, se analizaron 94 mediante PCR- RFLP. Los amplicones respectivos
se fueron secuenciados y analizados. De este total se confirma un Unico portador de BLAD para
este muestreo aleatorio por PCR- RFLP y secuenciacion del amplicon. Se determinaron por
PCR- RFLP 23 portadores de BLAD, 2 de ellos mostraron las tres bandas bien claras (159, 109 y
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50 pb) y en el resto se observd la banda de 109 pb tenue, lo cual puede deberse a la
metodologia utilizada, que si bien es sensible, existen muchas variables que pueden influir en
la lectura de los resultados tales como las bandas tenues o la digestién incompleta de la
enzima. En este ultimo caso, se observaria la banda correspondiente al amplicon no digerido,
lo que se puede confundir con la ausencia del sitio de corte de Tagl correspondiente a la
mutacion. En el gel que se muestra a continuacion (Figura 1) se observa un heterocigota
portador de BLAD que presenta las bandas correspondientes de 159, 109 y 50 pb,
respectivamente.

Figura 1.- Corrida electroforética en gel de agarosa 3% en TBE 0.5X de las amplificaciones de los productos PCR y digestiones con la
enzima Tagq|. Carril 1: Marcador de peso molecular Gene Ruler Low Range DNA ladder. Carriles 2-7: Digestiones con la enzima Taq|.
Carriles 8-12: Amplificacion del fragmento 159 pb por PCR. Carril 13: Control negativo de PCR. Carriles 2-6: Animales con patrones
de fragmentos de 109 y 50 pb, indicando que corresponde a un homocigota dominante normal (se observé el fragmento de 109
pb muy tenue en el carril 6, debido al PCR del carril 12 que fue bajo). Carril 7: Animal con patrones de fragmentos de 159, 109 y 50
pb, indicando que es heterocigota portador de BLAD.

Una vez obtenidas las secuencias, se realizé el alineamiento multiple y la restriccion virtual
(datos no presentados), métodos con los que no fue posible determinar portadores. Esto se
debe a que al secuenciar se lee la base que presenta la sefial méas intensa, por lo tanto no
puede determinarse el alelo mutado del portador. Posteriormente se analizaron todas las
secuencias junto a sus electrofenogramas (Figura 2), buscando el SNP (mutacion) dentro del
sitio de corte de Tagl. Mediante este método sélo un portador fue detectado. En éste, en la
secuencia reverse se observo claramente la superposicion de la sefial de fluorescencia de
ambas bases: la de un individuo normal, Timina (en rojo) con mayor intensidad de
fluorescencia y la correspondiente a la mutacién, Citosina (en azul) de menor intensidad
(Figura 2). En la secuencia forward se encontro la mutacion A->G (Adenina a Guanina), no tan
clara como en la reverse, ya que la calidad al inicio de la secuenciacion no es buena (Figura 3).
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Figura 2.- Alineamiento de 10 secuencias reverse utilizando el software BioEdit. Electrofenogramas de las muestras normal
(derecha) y portadora de BLAD (izquierda). En esta Ultima se observan dos picos de fluorescencia superpuestos (T- rojo y C-
azul) en el nucleétido sefialado en circulo, indicando que el individuo es portador de BLAD. Sobre el electrofenograma
derecho se muestra la secuencia forward obtenida sefialando con un recuadro rojo el sitio de corte de la enzima Taq|.
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File: 127 BILAD-F.abi Run Ended: 2014/10/2 16:7:27 Stgnmal G:4638 A:272

Sample: 127 BLAD-F Larne: 79 Base spacing: -16. 163063 131 basex in
0 J" o 40 50

GO AT W G 8 CTAC COLT €0 ACET GTACTACCT GAT GGACCT CT CCTACT COAT GO0

l

|| | Mutacion A—=G en la cadena F

Figura 3.- Localizacién de la mutacién en Ia secuencia forward, indicando la superposicién de los picos,
Adenina (en verde) y Guanina (en negro).

Conclusiones y Perspectivas

Se compararon distintas metodologias de diagnéstico de la enfermedad BLAD: RFLP y analisis
de secuencias. Tanto el alineamiento como la restriccion virtual se demuestra que no son
viables debido a que la secuencia leida corresponde a la sefial de mayor intensidad, quedando
invisible la mutacién existente en los portadores. Sélo el analisis caso a caso de la secuencia
junto al electrofenograma dan una informacion fiable de la existencia de portadores de esta
enfermedad.

Se propone que el diagnéstico utilizando PCR- RFLP sea confirmado con el analisis de la
secuencia, o sustituido por esta tecnologia para un analisis de rutina. En la actualidad, con la
disminucion de los costos de la secuenciacion, este método se vuelve una alternativa viable y
econdmica, en relacion al alto costo de las enzimas de restriccion y de la agarosa, la gran
laboriosidad y subjetividad del PCR- RFLP.

Se logré por métodos precisos y sensibles la confirmacién del diagnostico de un animal
portador BLAD en una muestra de 94 animales tomados al azar, proporcionando una
informacion mas actualizada de incidencia de esta enfermedad en Uruguay. Se propone
realizar un estudio méas extensivo para determinar las frecuencias alélicas en ganado de leche
en Uruguay.
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acastillo@inia.org.uy

1. Unidad de Biotecnologia, INIA Las Brujas, Canelones

2. Servicio de Clasificacion Celular y Citometria de Flujo SECIF-IIBCE

3. Mejoramiento Genético Pasturas, INIA Tacuarembd

4. Mejoramiento Genético de Citricos, Programa de Produccion Citricola. INIA Salto Grande.
5. Mejoramiento Genético de Arroz INIA Treinta y Tres.

Palabras clave: haploide, dobles haploides, poliploide, triploide.

Introduccion

Los fitomejoradores, genetistas, y biotecnélogos han utilizado diversos enfoques para la
produccién de haploides (monoploides), dihaploides y poliploides. Los avances en el
desarrollo de marcadores moleculares y los modelos estadisticos de prediccion aplicados al
mejoramiento genético de plantas, han permitido aumentos continuos en los rendimientos de
diversos cultivos. Sin embargo, un importante cuello de botella es el tiempo de generacion de
las plantas que estd limitado biolégicamente. La herramienta de introduccion de dobles
haploides, permite acortar sustancialmente la generacién de tiempo a través de ciclos rapidos
de la meiosis y mitosis. Las plantas haploides y dihaploides se emplean cada vez mas para el
estudio de alelos en diferentes niveles del genoma, para la generacion de hibridos, avance
generacional en cereales y evaluacidon agronémica.

Por otra parte, en vegetales es comun la presencia de dos o mas juegos de cromosomas
completos en las células somaticas. Cualquier organismo cuyas células somaticas contienen
tres 0 mas conjuntos de cromosomas completos es denominado poliploide. Estas plantas
poliploides con frecuencia exhiben muchas de las caracteristicas morfolégicas distintivas como
o6rganos de mayor tamafo. Esta propiedad se ha explotado principalmente en plantas
ornamentales, este es el caso de las flores y frutos, y para el caso de las plantas triploides, las
frutas no contienen semillas.

En este trabajo se presentan las herramientas de cultivo in vitro disponibles en el laboratorio
de cultivo de tejidos vegetales para la obtencidn de plantas con diferentes niveles de ploidia
de acuerdo al objetivo particular de los distintos programas de mejoramiento genético de
INIA.

Materiales y métodos

Ejemplo 1: Obtencion de dobles haploides en arroz. Para la seleccion de las panojas
provenientes del plan de cruzamientos, se utilizaron los indicadores morfolédgicos descritos por
Lentini et al, 1997 y se utilizaron los medios de cultivos detallados por estos autores

Ejemplo 2: Obtencién de triploides en citrus. Se recibieron 1524 semillas de mandarina de la
variedad Marisol subdesarrolladas colectadas por el programa de mejoramiento de citrus. Las
semillas son desinfectadas en una solucién de hipoclorito de sodio al 3% durante 20 minutos.
Luego se realizan tres enjuagues con agua destilada estéril; bajo lupa son extraidos los
embriones y colocados en medio de cultivo (Ollitrault et al., 2010).

Ejemplo 3: Induccion de tetraploides en especies leguminosas nativas. Se utilizaron dos
agentes antimitdticos para inducir duplicacién cromosdmica. El tipo de explante utilizado fue
semilla pregerminada. Los tratamientos utilizados fueron: 2,88 uM;28,8 uM;57,6 uM; durante
6 y 24 horas de oryzalin, y 0,1; 0,2 y 0,3% durante 6 y 24 horas de colchicina.

Serie Actividades de Difusién N° 741
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Resultados

Ejemplo 1: El uso de plantas haploides tiene gran interés porque permite la obtencidn de
individuos dobles haploides en una sola generacién de cruzamientos. La importancia de los
dobles homocigotas es que no segregan y la poblacidn es uniforme. Con estas plantas es
posible descartar rdpidamente genes deletéreos, que en general estan enmascarados por el
efecto de la dominancia. Cerca del 90 % de las plantas haploides o dobles haploides son
producidas a partir de cultivo de anteras (Gutiérrez et al., 2003). El éxito en la regeneracién
dependié de los genotipos, en arroz tipo indica, el porcentaje de éxito es menor al 3%, en
cambio en los genotipos japdnica, se obtuvieron porcentajes del orden del 30%. Las plantas
regeneradas a partir de callo, fueron mantenidas in vitro hasta el mes de octubre y se llevaron
a campo en noviembre.

Ejemplo 2: La importancia en la obtencidn de individuos triploides radica en que no producen
semilla, y tampoco inducen la produccién de semilla en otras variedades por polinizacién
cruzada, por esta causa son una buena estrategia para la generacién de nuevas variedades. El
rescate de embriones in vitro y la citometria de flujo se utilizaron para la deteccion de
individuos triploides. En el caso de las variedades monoembridnicas como Marisol, se obtuvo
el 50% de embriones aproximadamente 700, y mas de la mitad de éstos, regeneraron plantas
que serdn evaluadas por citometria de flujo. De los individuos regenerados a partir de semilla
subdesarrollada, se obtiene un porcentaje variable entre 3 y 10% de individuos triploides que
ingresan a un programa de evaluacion.

Ejemplo 3: Trifolium polymorphum Poir, es una especie nativa diploide y anficdrpica. En este
ensayo se buscé evaluar distintos tratamientos para inducir la obtencién de individuos
tetraploides (4x) con el fin de incrementar la produccidon de materia seca. El Unico tratamiento
efectivo en la induccion de individuos 4x, fue el de colchicina al 0,3% durante 24hrs. El
porcentaje de duplicacién fue del orden del 10%. Esta metodologia se utiliza ampliamente en
muchas especies (Schiffino and Moraes, 1987). El uso de alcaloides tales como la colchicina,
con un efecto inhibidor del desarrollo del huso acromatico, es el tratamiento mas utilizado
habitualmente para obtener individuos poliploides artificialmente. Las plantas 4x obtenidas
estan en proceso de evaluacién.
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APLICACION DE LA BIOTECNOLOGIA Y TRABAJO MULTIDISCIPLINARIO EN
REDES INTERINSTITUCIONALES

De los Santos, Jorge'?, Navajas, Elly A.%, Pravia, Maria .}, Peraza, Pablo*, Mondelli, Mario P*

1. Instituto Nacional de Investigacién Agropecuarias. Estacion Las Brujas. Uruguay
2. Ministerio de Agricultura y Pesca, Oficina de Programacion y Politicas Agropecuarias. Uruguay.

Palabras claves: Biotecnologia, red interinstitucional, base de datos, uso de la informacion.

Introduccion

Caracteristicas multidisciplinarias definen a la biotecnologia y su aplicacién. En la definicion de
biotecnologia se encuentra implicito el uso de diferentes y variadas técnicas propias de
ciencias de la vida tales como bioquimica, biéloga molecular, quimica entre otras. Por otro
lado, los resultados obtenidos de la aplicacion de estas técnicas impactan en las cadenas
productivas en las etapas de produccion agropecuaria, de transformacion y elaboracion de
bioinsumos, y los servicios de soporte como medicina o informacioén necesaria para la toma de
decisiones en las etapas de produccién y trasformacién. En este marco, el desarrollo de
proyectos de base biotecnolégica involucra recursos humanos de diferentes disciplinas. La
conformacién de redes de trabajo para desarrollar e implementar productos de base
biotecnologia es necesaria y relevante.

Biotecnologia y trazabilidad: interacciones y ramificaciones

Se presenta como caso de estudio el proyecto “Mejora de la competitividad de la ganaderia
uruguaya por el desarrollo de nuevas herramientas gendmicas que mejoren la eficiencia de
alimentacion y la calidad de canal de la raza Hereford” (RTS_1_2012_1 3489). Este proyecto se
disefia e implementa con un enfoque de trabajo en red entre seis organizaciones y cuenta con
financiamiento de la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacion (ANIl) ademéas de co-
participacién de las organizaciones miembro.

Para la ejecucion de éste en el 2014 se avanz6 en la consolidacion de la red interinstitucional
con la meta de fortalecer las sinergias e identificar posibles conflictos en cuanto al uso de la
informacién y su aplicacién, que interfieran con la ejecucion del proyecto. La red esta
integrada por la Sociedad de Criadores de Hereford de Uruguay (SCHU), la Asociacién Rural del
Uruguay (ARU), el Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca (MGAP), el Instituto Nacional
de Carnes (INAC), el Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) y el
Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA). Desde la formulacion del proyecto se
planted el trabajo en red, donde participan instituciones publicas y privadas con diferentes
organizaciones internas por lo que es necesaria la cohesion de los miembros. Las tres
innovaciones propuestas en el proyecto son: (1) uso integrado de los sistemas de informacion
ganadera, (2) mejora genética de la eficiencia de conversién del alimento y calidad de canal de
la raza Hereford, y por ultimo (3),articulaciones entre las organizaciones participantes tanto
publicas como privadas.

Paralelo al sistema de trazabilidad grupal ganadero, Uruguay se plantea en 2004 un programa
piloto de trazabilidad individual. En una primera instancia, el programa introdujo en forma
ordenada los primeros identificadores de ganado, tales como caravanas y chips, con la
participacion y capacitacion voluntaria de los productores (Osorio, 2009). Actualmente, todo el
ganado nacional del pais se encuentra trazado convirtiéndose en una poderosa fuente de
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informacion para la toma de decisiones. Si bien en su origen el sistema de trazabilidad
individual fue concebido con fines sanitarios, hoy en dia se exploran otras aplicaciones.

La conjuncién de bases de datos extraidos del SNIG, con la informacién recolectada por el
Sistema Electronico de Informacion de la Industria Carnica (SEIIC) gestionada por INAC, con los
datos genémicos, fenotipicos y genealdgicos constituiran una poblacion de entrenamiento que
viabilizara el desarrollo de la seleccion gendmica. El mejoramiento genético a través de la
seleccion gendmica es una de las aplicaciones antes mencionadas. Como resultado del
proyecto, estaran disponibles a productores y cabafieros estimaciones del mérito genético
(DEP, diferencia esperada en la progenie) de los reproductores para caracteristicas de
relevancia econémica como son la eficiencia de conversién y calidad de canal y carne. Estas
estimaciones, factibles a partir de la inclusion de la gendmica, son la herramienta més precisa
al momento de definir la seleccién de los reproductores mas adecuado para cada empresa
agropecuaria.

En la figura 1 se detallan los aportes generales de cada institucion. EIl MGAP no solo participa
con los aportes técnicos de las bases de datos de SNIG sino que por medio de la Oficina de
Programacion y Politicas Agropecuarias (OPYPA) oficia de marco politico con la finalidad de
articular las instituciones participantes. De forma general estas actividades se centran en dos
cometidos: establecer reglas de gobernanza e identificacion de posibles conflictos inherentes
al trabajo en red. Los aportes de la SCHU y del sector representado por la ARU en términos de
informacién geneal6gica y productiva son componentes fundamentales para la
implementacion de la herramienta genética en desarrollo, junto con los datos de la canal
proveniente del SEIIC y el apoyo técnico de INAC en esta area. Estas bases de datos, junto con
la informacion gendmica, son sustrato fundamental para la investigacién que llevan a cabo
INIAy el [IBCE para la estimacion de las DEP genémicas.

MGAP (OPYPA)

ARV INAC INIA Encencia de

converwon de
ARU abmentoy

caldad sc

SCHU | SNIG nscCeE canal

Productores l
Base de datos

Investigadores

Figura 1.Esquema indicando las organizaciones participantes en el proyecto. Se resumen las principales
interacciones y aportes generales de cada institucion.

La conformacion de bases de datos en las que diferentes instituciones de gestion publica y
privada aporten sus conocimientos, productos y herramientas, con reglas claras de
participacién permitirdn desarrollar no solo el presente proyecto si no otros de base
tecnoldgica. La construccion de bases de datos que contemplen la informacién genética con la
obtenida en el sistema de trazabilidad integral, puede dar lugar a varios y diversos proyectos
de investigacion que generen nuevas soluciones tecnoldgicas aplicables a las diferentes
cadenas agroindustriales.

Desde el punto de vista de la gestion de la informacién una de las caracteristicas de la red
conformada, es la confianza de los miembros para aportar informacién, asi como en el
correcto uso y gerenciamiento de las nuevas bases de datos que se conformen.
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Comentarios finales

De la definicion de biotecnologia se desprende el caracter multidisciplinario de esta, asi como
el impacto transversal que tiene en diferentes areas productivas. En este contexto de
bldsqueda de resolucién de problema a partir de técnicas bésicas, el trabajo en areas
biotecnoldgicas requiere expandirse, interactuar e integrar areas del conocimiento clasicas
como las ciencias agrarias con areas intensivas de conocimiento tales como genémica y TICs.
Para lograr estos cometidos se entiende necesario el uso de las herramientas generadas por las
instituciones publicas y privadas asi como la validacion y gerenciamiento de las innovaciones
resultantes.

A nivel de pais, avances en el funcionamiento y gobernanza de esta red son fundamentales
para la dinamica tecnoldgica nacional. Estos avances se suman a otras iniciativas nacionales de
alianzas y redes de innovacion que permiten potenciar las capacidades y sistemas de
informacion para el desarrollo biotecnoldgico.

Bibliografia

Osorio G., (2009).Trazabilidad Individual a campo. En “La experiencia de Uruguay en trazabilidad
bovina”. Publicado por Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (IICA). pp 33 -a 37.
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EVALUACION DE MINIMA CONCENTRACION INHIBITORIA Y FUNGICIDA
EN SEMILLAS DE PLANTAS AUTOCTONAS.

Maidana M., Murchio S.}, Vignale B.%, Zoppolo R.%, Leoni C.}, Dalla Rizza M.*
! Unidad de Biotecnologia, INIA Las Brujas. matiasmaidana@inia.uy
?Estacion Experimental de la Facultad de Agronomia en Salto

Introduccién

En la Unidad de Biotecnologia de INIA Las Brujas se desarrolla un proyecto de investigacion en
péptidos con actividad antimicrobiana como una alternativa para el control de patégenos. El
proyecto tiene tres componentes fundamentales: identificacion y purificacion de péptidos
antimicrobianos, caracterizacién in vitro/in vivo, y escalado en la produccion de péptidos
antimicrobianos. El trabajo se centro en el disefio y planificacion de una metodologia simple y
de bajo costo para la obtencion de extractos proteicos de bajo peso molecular provenientes de
semillas como aproximacion a la identificacion de péptidos. Este componente brinda la
informacion primaria (MIC, MFC, caracterizacién molecular) para la busqueda e identificacion
de péptidos con actividad antimicrobiana de posible aplicacién tépica para el control de
patogenos de post-cosecha.

Materiales y Métodos
La semillas evaluadas fueros: Adesmia bicolor (Adesmia), Anethum graveolens (Eneldo),
Coriandrum sativum (Coriando), Eugenia uniflora (Pitanga), Hexachlamis edulis (Ubajay),
Ornithopus pinnatus (Ornitopus), Oryza sativa (Arroz negro), Paspalum notatum (Paspalum),
Psidium cattleianum Sab (Araza), Trifolium resupinatum (Trébol), Trifolium vesiculosum
(Trébol). Los patdgenos seleccionados por su relevancia agrondémica fueron Fusarium
oxysporum, Penicillium digitatum, Penicillium italicum y
Pseudomonas syringae. Las semillas fueron molidas en frio
hasta obtener harina. Posteriormente se les agregé buffer de
extraccion acido-salino en relacion 1:3 (Pellegrini, 2006). Se
clarifico el extracto por centrifugacién, se filtr6 en papel
wattman y se guard6 una alicuota de 5ml (Extracto crudo). El
resto se utilizé para la precipitacién proteica con acetona en
dos etapas, primero con un volumen de acetona donde se logra
precipitar proteinas de alto peso molecular (un volumen) y

luego con seis volimenes de acetona donde se obtienen [rigura 1: Ensayo de inhibicion
proteinas de bajo peso molecular y péptidos (seis volimenes). |extractos de Araza a 1mg/mll
Con las muestras de los extractos proteicos obtenidos se [en PDA con esporas de
procedio a la evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana F-O’/‘ysfgné”l 1t Capte}“ 0.2

. e . - mg/mL.2-Extracto un volumen.
utilizando la técnica difusion en PDA (Fig 1). Se determino la g . .

o LT ! o 3-Extracto  seis volumenes.
minima cc')ncen'tramon inhibitoria (MI.C) utilizando las técnicas 4. extracto crudo; 5- H,0 mQ
de microtitulacion en placa de 96 pocillos (Diaz Dellavalle et al
2011;) (Fig 2). La Minima Concentracion Fungicida (MFC) de aquellas fracciones activas se

determiné segun la técnica descrita por Diaz Dellavalle y colaboradores (Fig 3).
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Resultados

En la Tabla 1 se resumen los resultados de MIC para cada extracto de semilla evaluada frente a
los patogenos previamente mencionados. Los extractos de semillas que mostraron actividad
inhibitoria mayor en el extracto seis volimenes frente a F.oxysporum fueron Adesmia, Arazay
Arroz negro con un MIC de 125 pug/mL. De la misma manera Adesmia, Araza, Ornithopus, Arroz
negro y Ubajay presentaron un MIC en algunos casos sensiblemente menor de 62,5 pg/mL,
125 pg/mL, 125 pg/mLy 31,25 pg/mL respectivamente contra P. digitatum y P. italicum. Por
otro lado los extractos seis volumenes de Arroz negro, Ornithopus, Pitanga y Ubajay
presentaros actividad inhibitoria contra P. syringae con un MIC de 125 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5
pug/mLy 125 pg/mL respectivamente.

Tabla 1. Datos de MIC para cada semilla evaluada frente a hongos fitopatdgenos

F.oxysporum P. digitatum P. italicum P. syrangae
Nombre comin Ec (ug/ml) | 1v (pg/ml) | 6V (ug/ml) | Ec (ug/ml) | 1v (ug/ml) | 6v (ng/ml) | Ec (ug/ml) | 1v (ug/ml) | 6v (ug/ml) | Ec (ug/ml) | 1v (ug/ml) 6V (ug/ml)
1 Adesmia 31,25 1000 125 > 31,25 1000 62,5 31,25 | - >625 | - [ - [ e
2 Araza 31,25 125 625 | - 125 62,5 <125 | | - | -
3 ArT0z negro 16,25 >125 31,25 | - 125 15,65 62,5 250 500 125
4 Coriando 500 i e e e e e e e i
5 Eneldo | oeeem | emeee | - 31,25 | - | - 31,25 | - 125 [ -
6 Ornithopus 1000 | - 1000 15,65 1000 31,25 15,65 1000 31,25 250 | - 125
7 Paspalum e e e e e e e e
8 Pitanga >31,25 [ oo | e 625 | - | <625 e 125 62,5
9 Trebol blanco L e T e e e e e e e e
10| Trebol rojo L e e e e e e e e e e
11 Ubajay 16,25 250 15,65 1000 3125 | >15,65 1000 >31,25 250 1000 125
2 ) K 5 © 7 8 O
AN N S| | e Arroz negro
B \5100% mExtracto Crudo
2 8oy
c > 2 80% Seis Volimenes
5 € 60%
L 4o% mUnVolumen
o
e - - T 20%
c
F - 3
G — 5-20% 0,250 0,125 0,063 0,031 0,016
H P O G 4% < Concentracion proteica (mg/mL)

Figura 2. lzquierda: bioensayo para la determinacion del MIC| |Figura 3. Ensayo de MFC para
empleando extractos de Arroz negro y F.oxysporum. En pocillos A1-A6| |extractos de Arroz negro
control de crecimiento en agua.; A7-A9 Captan 0,2mg/mL; B1-B3 |[empleando F.oxysporum. A:
Extracto crudo 1mg/mL; B4-B6 Extracto un volumen 1mg/mL. B7-B9| [control de crecimiento; B
Extracto seis volumen 1mg/mL. Pocillos de C a la H diluciones seriadas| [20uL de pocillo B-8; C 20uL de
al medio. Derecha, Gréafico de dosis respuesta a tiempo final 48 hs.| |pocillo C-8; D 20uL de pocillo
Extractos de Arroz negro contra F.oxisporum D8.

Conclusiones

De los resultados obtenidos se concluye que de 11 especies evaluadas hay cinco que
presentaron una marcada actividad antimicrobiana frente a mas de un patégeno evaluado. Los
valores de MIC para la cinco especies activas estan comprendidos entre 0,0312 mg/mL (Ubajay
contra P. digitatum) y 1mg/mL (Ornitopus contra F.oxysporum), resultando alguno de estos
muy promisorios para un trabajo posterior de identificacion del factor tdxico. Se resalta
ademas que en el extracto de arroz negro se encontré actividad fungicida del crecimiento
miceliano.
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AVANCES HACIA LA SELECCION GENOMICA EN BOVINOS DE CARNE:
DEL DICHO AL HECHO

Navajas, E.A.", Aguilar, I., Ravagnolo, O., Lema, M., Peraza, P.
Instituto Nacional de Investigacién Agropecuaria, Las Brujas, Canelones, 90200, Uruguay.
“E-mail: enavajas@inia.org.uy

Palabras claves: seleccion gendémica, bovinos

Seleccion genémica y poblacién de entrenamiento

El mejoramiento genético animal por seleccion se base en la identificacion, y posterior
uso de los reproductores genéticamente superiores para las caracteristicas relevantes
econdmicamente en los sistemas de produccion. Las principales razas bovinas y ovinas
cuentan en Uruguay con predicciones de las Diferencias Esperadas en la Progenie (EPD,
del inglés expected progeny difference) para dichas caracteristicas, las cuales se
encuentran disponibles para productores y cabafieros en el momento del afio en que
se seleccionan los progenitores de la siguiente generacion.

El término seleccién gendmica hace referencia a las decisiones de seleccion basadas en
la utilizacion de EPD gendmicos que son calculados utilizando informacion de
marcadores moleculares que cubren todo el genoma (Meuwissen et al., 2001), como
son los nucledtidos de polimorfismo simple (SNP). La selecciébn gendmica permite
aumentar las tasas de progreso genético por un aumento de la precision de la
prediccion del mérito genético a una edad méas temprana. Ademas la seleccidn
genémica permite contar con EPD gendmicos para caracteristicas que afectan las
rentabilidad pero cuya medicion es dificil, cara o solo posible en parientes de los toros.
Este es el caso de la eficiencia de conversion, resistencia genética a enfermedades y
calidad de canal y carne. La prediccion gendmica esta basada en la informacion que
proveen las poblaciones de entrenamiento, las cuales estan constituidas por aquellos
animales de los cuales contamos con datos genémicas y registros de las caracteristicas
de interés.

Un poco de historia

La seleccion genomica es una tecnologia desarrollada recientemente que esta
revolucionando el mejoramiento genético animal y cuya adopcién por el sector
productivo ha sido acelerado. El caso extremo es la raza Holando en la cual la primer
evaluacion genética que incluyé informacion genomica fue realizada en 2009, 12
meses luego que el primer panel para bovinos conteniendo 50 mil SNP estuvo
disponible a nivel comercial. Actualmente estd también en marcha en razas de carne
en Estados Unidos y Australia, asi como en los programas de mejoramiento de aves y
cerdos.

El INIA ha apostado a la investigacion en genomica animal y su integracion en el
mejoramiento genético, siendo la creacion del Banco de ADN gendémico animal en
convenio con la Asociacion Rural en el 2010 un paso significativo hacia la consolidacion
de este proceso. En el Plan Estratégico Institucional actual, el Instituto enfatiza la
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relevancia de fortalecer las capacidades nacionales para el desarrollo de metodologias
y seleccién gendmica que potencien el mejoramiento genético convencional.

En este contexto se inicia la integracion de recursos humanos para apoyar este
proceso y la formulacion de proyectos especificos orientados a la formacion de las
poblaciones de entrenamiento, teniendo como desafio importante la implementacion
de la seleccion gendmica. Se han considerado las poblaciones de entrenamiento tanto
para las caracteristicas ya en las evaluaciones genéticas como aquellas cuya dificultad
de medicion implica del uso de la gendmica para viabilizar la seleccion por ellas.

Poblaciones de entrenamiento para seleccion gendémica en bovinos

La raza Hereford de Uruguay estd hoy muy proxima a publicar los primeros EPD
gendémicos en el marco de la Evaluacion Genética Panamericana de la raza, que incluye
caracteristicas como peso al nacer, peso al destete, peso a los 18 meses, habilidad
lechera, area del ojo del bife, espesor de grasa, circunferencia escrotal, facilidad de
parto directa y facilidad de parto materna. En una primera instancia se recolectaron
muestras para la extraccion de ADN y posterior genotipado de 400 animales que
contaban con EPD en la evaluaciéon. Estudios realizados en conjunto con las
poblaciones de entrenamiento de los demas paises (Estados Unidos, Canada y
Argentina), y junto a la Universidad de lowa, mostraron que era importante aumentar
la poblacion de entrenamiento para mejorar las precisiones de las DEP gendmicas
(Saatchi et al., 2013). Consecuentemente, se incrementd la poblacion de
entrenamiento a 1000 animales, lo que hoy ha habilitado la concrecion de DEP
genomicos para los reproductores de origen uruguayo.

Ademas de las caracteristicas en la evaluacion, en enero de 2014 se inicio la formacion
de la poblacién de entrenamiento de 1000 toritos y novillos para eficiencia de
conversién de alimento y calidad de canal y carne, en el marco del proyecto "Mejora
de la competitividad de la ganaderia uruguaya por el desarrollo de nuevas
herramientas gendomicas que mejoren la eficiencia de alimentacion y la calidad de
canal de la raza Hereford". La datos de calidad de canal y carne se sumaran a un
proyecto anterior basado en el genotipado de muestras de ADN de un experimento en
la raza Hereford en el cual se usaron padres relevantes de la poblacion (Grasso et al.,
2014).

Un proceso similar se ha iniciado este afio con la Sociedad de Criadores de Aberdeen
Angus del Uruguay para la formacién de la poblacién de entrenamiento para las
caracteristicas de la evaluacién. En un primer relevamiento ya se cuentan con 1500
muestras de la raza disponibles en la ARU, que sera complementado con muestras de
semen de toros relevante en las cabafias. Se iniciaran también la poblacion de
entrenamiento de la raza Holando.

Comentarios finales

Los avances en la formacién de poblaciones de entrenamiento, como paso clave para
la implementacién de seleccion gendmica han sido acompafiados por progresos en el
establecimiento de bases de datos y su conexiones entre el Banco de ADN, estudios
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preliminares de asociacion utilizando diferentes metodologias, uso de la informacién
en estudios de imputacion y determinacion de parentesco.

Los pasos a futuro implican la instrumentacion del flujo de muestras y datos
gendémicos que viabilicen su incorporacion en las evaluaciones genéticas y explorar
nuevas areas de investigacion incluyendo nuevos atributos y la integracion de
resultados de otras "émicas" al mejoramiento genético en bovinos.
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Introduccion

La consanguinidad molecular es la probabilidad de que un determinado individuo tenga los dos
alelos de un locus idénticos en estado (Toro et al., 2011). La consanguinidad es un importante
pardmetro en el estudio de la variabilidad genética y la depresion endogamica (Falconer y
Mackay, 1996), que aumenta el riesgo de extincion.

Los grandes avances realizados en tecnologias de genotipado masivo y el desarrollo de paneles
(chips) densos de polimorfismos de nucleotido simple (SNP), han permitido la implementacién
de nuevas medidas de diversidad genética tales como los tramos de homocigosidad (ROH, runs
of homozygosity) (Purfield et al., 2012; Bjelland et al., 2013). Los ROH se utilizan para estimar
la consanguinidad, siendo los tramos largos (>10000kb) generados por una consanguinidad
reciente, mientras que los segmentos cortos (<5000kb) reflejan consanguinidades lejanas
(Purfield et al., 2012; Bjelland et al., 2013). El tamafio de los ROH indican recientes o antiguos
cuellos de botella u otros eventos asociados con la consanguinidad (Bosse et al., 2012).

Los ovinos Criollos de Uruguay se encuentran clasificados en riesgo de extincion, segin los
criterios establecidos por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO, 2010). El objetivo de este trabajo fue estimar la consanguinidad molecular en
base a los ROH en el rebafio de ovinos Criollos del Parque Nacional de San Miguel, utilizando
tres longitudes minimas.

Materiales y Métodos
Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular utilizando tubos con EDTA del rebafio de
ovinos Criollos localizado en el Parque de San Miguel, supervisado por el Servicio de Parques
del Ejército. La extraccién de ADN siguio el protocolo de Sambrook modificado (Sambrook et
al., 1989), en la Unidad de Biotecnologia de INIA Las Brujas. El estudio se realiz6 en base al
genotipado con paneles de 606.000 SNP (AgResearch, Nueva Zelanda), de 174 animales, que
representan el 59 % de la poblacion existente. Los analisis se realizaron utilizando el software
GoldenHelix SNP & Variation Suite (SVS) (GoldenHelix Inc., Bozeman, MT, USA). La calidad de la
informacién genomica se evalué a través de los valores de call rate por muestra (umbral
superior a 95%), y por SNP (umbral superior a 90%).
Para la determinacion de los ROH, se consideraron tres longitudes minimas en kilobase (kb):
250, 500 y 1000, con un umbral minimo de 25 SNP homocigotos consecutivos. En base a los
ROH de todos los individuos, se calcularon la longitud media y el nimero de ROH, para cada
longitud minima considerada.
El coeficiente de consanguinidad (Fron) Se calcul6 utilizando la siguiente formula:

FROH =k Iongitud (ROHk)/L
donde, k es el numero de ROH identificado para cada animal y L la longitud total del genoma
(4.271.655.307 pares de bases).
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Resultados y Discusion

Del total de las muestras genotipadas 158 muestras y 562.294 SNP cumplieron los criterios de
calidad. En el Cuadro 1 se presenta el coeficiente de consanguinidad, la longitud media y el
numero de ROH, para las diferentes longitudes minimas.

Cuadro 1. Estadisticas descriptivas del coeficiente de consanguinidad (Fron), longitud media y nimero de
ROH, segun las diferentes longitudes (250, 500 y 1000 kb).

Fron Longitud de los ROH (kb) NUumero de ROH
Longitud
minima Media Desvio estandar Media Media Minimo Méximo
(kb)
250 0,1775 0,0229 1695 450 374 538
500 0,1600 0,0242 3026 226 183 325
1000 0,1483 0,0244 4139 158 120 235

La longitud minima para la identificacion de un ROH tiene relacion directa e inversa con la
longitud media y el nimero de los mismos, respectivamente. Por otro lado, no se encontraron
grandes variaciones en la proporcion de genoma cubierta por ROH para los diferentes
umbrales establecidos. En términos generales, al aumentar el umbral se incrementd la
longitud media de los ROH, pero se redujo el nimero de ROH identificados.

Los niveles de Fron sugieren un relativo bajo nivel de homaocigosis que varia entre 15% y 18%,
dependiendo del largo del ROH. La longitud de los ROH sugiere que la consanguinidad es de
origen lejano, debido a que la media de la longitud de los ROH es menor a 5000 kb.

Conclusiones

La consanguinidad molecular estimada media de los ROH fue menor a la que se espera obtener
en una poblacion con censo reducido como es el caso de los ovinos Criollos, lo cual resulta
alentador desde el punto de vista de la conservacion de este recurso. Los resultados
presentados se complementaran con estudios adicionales sobre la distribucion del tamafio de
los ROH a lo largo del genoma y su capacidad predictiva de la depresién endogamica.
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