¢QUE PUEDEN HACER

LAS TECNOLOGIAS “OMICAS”
POR UN PROGRAMA DE
MEJORAMIENTO DE DURAZNERQO?

LA EXPERIENCIA EN LA EEA SAN PEDRO DEL INTA

EL MEJORAMIENTO GENETICO DEL
DURAZNERO

Segln las Gltimas estadisticas de la FAO, Argentina durante el
2016 produjo 248.000 toneladas (Tn) de duraznos y nectarinas,
ubicandose como el undécimo productor a nivel mundial y el
segundo en el hemisferio Sur después de Chile.

En la region noreste de la provincia de Buenos Aires se encuentra
uno de los mayores polos productivos de duraznos y nectarinas
para el consumo en fresco, concentrandose el 90% de esta pro-
duccion en los partidos de San Pedro y Baradero. En la actualidad,
se comercializan 72 variedades de duraznos y 23 variedades de
nectarinas en el mercado central de Buenos Aires.

Esta amplia oferta se debe en parte al dinamismo de la renova-
cion varietal de este frutal, que obliga a las instituciones a mante-
ner programas de mejoramiento activos para sostener el
suministro de nuevos genotipos.

Un programa clasico de mejoramiento genético de duraznero in-
volucra el cruzamiento mediante polinizaciones controladas entre
parentales elegidos vy |a posterior seleccion de individuos de la po-
blacion en base a su fenotipo. La seleccion fenotipica involucra fre-
cuentemente las evaluaciones a campo del arbol y analisis de los
frutos en el laboratorio. Para aumentar las chances de obtener
combinaciones genéticas favorables, las poblaciones deben tener
el mayor nimero de individuos posibles, en el caso de duraznero
tipicamente resultan entre 200 a 500 hibridos.

Debido al periodo juvenil de la especie, desde la polinizacion hasta
la primera evaluacion de un cruce pueden pasar entre 3y 4 anos.
Este periodo puede extenderse si se considera que cominmente
en las primeras campanas de produccion de fruta no se expresa
todo el potencial del genotipo; se pueden perder anos de evalua-
cion por climas atipicos o ataque de plagas vy que ademas se re-
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quiere de al menos dos campanas de evalua-
cion para considerar el efecto ambiental.

Los altos costos (insumos, mano de obra, etc)
necesarios para mantener las poblaciones de
mejora estimulan a los mejoradores a adop-
tar tecnologias que supongan un atajo para
obtener genotipos elite. Si bien existen diver-
sas biotecnologias que pueden aplicarse a un
programa de mejora de duraznero, en la ac-
tualidad la utilizacion de marcadores molecu-
lares resulta la mas adoptada.

UTILIZACION DE
MARCADORES
MOLECULARES EN LA
MEJORA. |
LATRANSICION DESDE
EL ANALISIS MARCADOR
AMARCADORALA
GENOMICA

analisis.

Los marcadores moleculares (MM) tienen dos aplicaciones princi-
pales en los programas de mejora: 1) En la eleccion de los genoti-
pos parentales a cruzary 2) En la seleccion temprana de individuos
de las poblaciones de mejora. Respecto al segundo punto, realizar
una preseleccion de plantas cuando estan en semillero o vivero
permite llevar a campo solo aquellos individuos que expresaran
caracteristicas deseadas.

Por tanto, una forma de aumentar la eficiencia del programa de
mejora es realizar una mayor cantidad de cruzamientos pero llevar
a campo solo individuos preseleccionados por MM (100-300).

De esta forma s6lo se dedicara tiempo (y costos) a la evaluacion de
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Fig 2. Tecnologia metabolémica para el analisis de VOC en durazno. Los compuestos volatiles
organicos que emanan del fruto definen su aroma. Estos mismos compuestos son responsables
del sabor cuando se liberan durante el masticado en la boca. Mediante Cromatografia Gaseosos
Acoplada a Espectrometria de Masa se puede detectar y cuantificar 110 compuestos en un Gnico

los demas caracteres sobre un grupo elite aumentando las proba-
bilidades de éxito de encontrar selecciones promisorias en las cru-
zas iniciales. Hace mas de 10 afos se comenzo con el uso de MM
en la EEA San Pedro, en esas primeras experiencias se utilizaban
para comprobar el caracter hibrido (Fig.1).

Analizando tres marcadores del tipo SSR se determind que entre
un 5a 10% de los individuos de las poblaciones obtenidas no eran
hibridos verdaderos, sino que provenian de autofecundaciones o
polinizaciones extranas. Si bien identificar estos individuos no de-
seados es ventajoso, el ahorro es minimo. En la seleccion asistida
por MM (SAM), donde se identifican aquellos individuos que ex-
presaran un caracter de interés (o bien no expresaran un caracter
no deseado), el descarte es mayor vy por tanto
el ahorro. No obstante, se debe contar con un
marcador asociado al caracter a mejorar o in-
vertir en su identificacion ad-hoc. Para lo @l-
timo, se requiere generar una poblacion de
mapeo que segregue para el caracter de inte-
rés para luego genotipar y fenotipar la pobla-
cion con el objetivo de mapear (es decir situar)
la region del cromosoma que controla dicho
caracter. Para que el analisis resulte exitoso,
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Fig 1. Evolucién en la determinacién de marcadores moleculares. Se muestra un cuba para
electroforesis de geles de poliacrilamida (A), los chip de SNP comerciales IPSC peach 9k Infinium®
array de la empresa lllumina (B) y un secuenciador de alto rendimiento HiSeq 1500 (lllumina) que
se utilizé para el gentipado por secuenciacion del germoplasma de la EEA San Pedro (C). Abajo se
muestran ejemplos de polimorfismos de marcadores SSR (izquierda) y SNP (derecha).
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gendmicas que permiten el escrutinio de va-
rios miles de marcadores en un Gnico analisis.
En duraznero la primer plataforma de genoti-
pado de alta capacidad se basé en un “chip” de
ADN comercial con el que se pueden indagar
9000 marcadores del tipo SNP (del inglés “Sin-
gle Nucleotide Polymorphisms”) por individuo
analizado.
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Esta tecnologia gendmica fue utilizada para identificar MM aso-
ciados a caracteres como: tiempo de cosecha, tiempo de flora-
cion, requerimientos térmicos y contenido de compuestos
volatiles en una poblacion de mapeo desarrollada por el IVIA de
Espafa. Los volatiles (VOCs) son un grupo heterogéneo de com-
puestos que definen el aroma y sabor del fruto (Fig. 2).

En el caso del durazno, se han descrito a las lactonas y los este-
res como compuestos claves a la hora de definir el flavor del fruto
y se ha desarrollado una tecnologia metabolémica basada en
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas que
permite el analisis de 110 compuestos volatiles del fruto del du-
razno en un (nico analisis, lo que representa el 90% de los com-
puestos identificados hasta la fecha. Combinando la tecnologia
metabolémica para el fenotipado con la gendmica permitio iden-
tificar tres regiones del genoma de duraznero que controlan los
niveles de un grupo de lactonas y ésteres.

Solo el 5% de los individuos de la poblacion posefan la combina-
cion favorable de alelos que aumentan el contenido de estos vo-
latiles que determinan el aroma y sabor del fruto. Por tanto, si
estos MM fueran utilizados para pre-seleccionar individuos que
se lleven a campo, se evaluarian los demas caracteristicas (como
performance agronémica por ejemplo) en un grupo elite de ge-
notipos que desarrollarian frutos de buena calidad organoléptica.

En la actualidad los costos de los analisis metabolémicos resul-
tan restrictivos para ser aplicados como criterios de seleccion en
poblaciones de mejora, por tanto una estrategia factible seria
identificar marcadores asociados en poblaciones mas pequefas
(100-200 individuos) para luego utilizarlos en la seleccion tem-
prana de individuos en una segunda poblacion generada a partir
de los mismos genotipos parentales.

IMPLEMENTACION DE TECNOLOGIAS
“OMICAS"” EN EL PROGRAMA DE LA
EEA SAN PEDRO.

ESTADO ACTUALY PERSPECTIVAS

El chip comercial para la identificacion SNP en durazno es un sis-
tema estatico, es decir permite identificar un grupo predefinido
de 9000 marcadores. El genotipado por secuenciacion (GBS) ha
emergido como una tecnologia mas favorable con respecto al
chip comercial debido a que permite identificar SNPs polimorfi-
cos nuevos en los materiales analizados en cada estudio. Con el
objetivo de genotipar la coleccion de germoplasma de la EEA San
Pedro, desarrollamos un protocolo de GBS para el duraznero.

Esta tecnologia se basa en la secuenciacion de ADN de una por-
cion del genoma que se obtiene mediante la digestion controlada
con enzimas de restriccion que debe optimizarse para cada es-
pecie. Analizamos diferente combinaciones de enzimas, obte-
niendo una condicion que mantiene la mayor proporcion de
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genoma para el posterior analisis. Bajo estas condiciones se se-
cuenciaron dos genotipos parentales de nuestro programa de
mejora, Dixiland y Summerprince, con el objetivo de poner a
punto la tecnologia.

El andlisis de los datos de secuencia permitio la identificacion de
1211 SNPs polimérficos distribuidos en los 8 cromosomas de
esta especie. Con el protocolo optimizado se realiz6 reciente-
mente la secuenciacion de toda la coleccion de germoplasma de
la EEA San Pedro que esta formado por mas de 200 genotipos
de durazneros y nectarinas con origenes genéticos diversos.

El analisis bioinformatico de estos datos nos permitira obtener el
set completo de SNPs de cada genotipo de la coleccion resul-
tando un paso fundamental para emprender la mejora con ma-
yores garantias. Esta informacion tendra como aplicacion
inmediata la eleccion de los mejores parentales de futuros cru-
zamientos de acuerdo a las distancias genéticas o el nivel de he-
terocigosidad de los genotipos de la coleccion. Otra aplicacion
directa sera la identificacion molecular inequivoca de un grupo
de selecciones obtenidas en el programa de mejoramiento de la
EEA San Pedro e inscriptas en el INASE recientemente.

El analisis integrado de los datos gendmicos (es decir el set de
SNP) con datos fenotipicos (caracteres medidos en la coleccion
de germoplasma) permitira identificar marcadores asociados a
diferentes caracteres de interés para la mejora.

Esta previsto el analisis metabolémico de la coleccion de germo-
plasma que permitira no sélo caracterizar analiticamente la cali-
dad organoléptica de cada cultivar sino también identificar los
loci que controlen el contenido de cada compuesto volatil. Luego
de la comprobacion de estas asociaciones en poblaciones de
mapeo se podra realizar SAM para el mejoramiento del sabor y
aroma de los duraznos.
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