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INTRODUCCION
El Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Argentina, desarrolla, a partir del afio
2007, un programa de mejoramiento genético de colza. Este programa se enfoca en el desarrollo
de lineas inéditas de alto rendimiento, buena plasticidad de siembra, resistencia a enfermedades,
principalmente a Leptosphaeria maculans (Anam. Phoma lingam), y con buena calidad industrial.
Con el fin de generar variabilidad genética se aplican técnicas convencionales (cruzamientos
programados/dirigidos) y no convencionales (induccidn de mutaciones). La generacion de
variabilidad inédita para calidad de aceites se aborda a través de técnicas de mutagénesis fisica.
El uso de agentes mutagénicos permite inducir una gran cantidad de nuevos alelos, algunos de los
cuales pueden ser de utilidad para la seleccion de estos caracteres de interés agronémico. La
calidad del aceite de colza puede ser mejorada aumentando el contenido de acido oleico, que
posibilita la mayor duracién del aceite en la coccion y la reduccién del acido linolénico que mejora
la estabilidad del aceite (Schierholt A. and Becker H.C., 2001; Carré et al., 2003; Somers et al.,
1998). Para reducir el periodo necesario que permite obtener materiales estabilizados se utiliza la
técnica de cultivo in vitro mediante el uso de microsporas. Esto permite acelerar la obtencién de
homocigosis logrando el acortamiento del periodo necesario que permite el desarrollo de lineas
para obtener nuevos cultivares (Ferrie et al., 2011; Bhowmik et al., 2011; Prem et al., 2012).La
seleccién de los materiales se realiza en ambientes representativos de las zonas de siembra de
colza de la Argentina. En la zona norte en Parand, latitud 31° 50' 59" S, y en la zona sur en
Barrow, latitud 38° 30' S. El objetivo de este programa es desarrollar genotipos de colza adaptados
a las diferentes zonas de cultivo del pais, mediante la seleccion de los mismos en dichas regiones.

MATERIALES Y METODOS.

Cruzamientos, endocria y seleccion de poblaciones segregantes. Se realizan los
cruzamientos artificiales entre materiales primaverales e invernales con el fin de obtener
poblaciones segregantes con ciclos adaptados a las condiciones agroecol6gicas de la region. Se
realizan cruzas simples y top crosses. Durante las generaciones de endocria, el método de
conduccion empleado es el masal modificado (eliminacion de material con caracteristicas
negativas). La F4 se implanta en Parana (norte) y en Barrow (sur), con el objetivo de seleccionar
poblaciones en los dos ambientes, localidades Las poblaciones F5 se siembran en fecha optima
para comenzar el proceso de seleccion. Se seleccionan poblaciones, y de éstas se eligen plantas
de buen tipo agronémico. La semilla proveniente de cada planta F5 seleccionada se siembra en
parcelas (F6), donde se realiza la seleccién por tipo agronémico, altura, fenologia, resistencia a los
principales patégenos y contenido de aceite.

Ensayos comparativos de rendimiento. Las lineas seleccionadas en F6 se implantan en
ensayos comparativos de rendimiento, con testigos comerciales. Paralelamente, en condiciones de
invernaculo, se evalla el comportamiento a Phoma lingam (Bansal et al., 2002), y en el laboratorio
de calidad se determina el contenido de aceite. Las lineas seleccionadas por rendimiento, ciclo,



calidad y sanidad en estos ensayos, participan en el ensayo comparativo de rendimiento regional
(ECR Regional). El ECR regional se implanta en diferentes ambientes con el objetivo de evaluar el
rendimiento y comportamiento agronémico en la regién de cultivo de colza en Argentina, y también
la estabilidad de los materiales a través de los ambientes. Las localidades que participan en este
ensayo son: Parand y Concepcién del Uruguay (Entre Rios), Reconquista (Santa Fe), Barrow
(Buenos Aires) y Viedma (Rio Negro).

Multiplicacién de lineas promisorias. Las mejores lineas de los ECR regional se multiplican en
forma aislada para contar con semilla suficiente en caso de proceder a la inscripcion en el Instituto
Nacional de Semillas.

Induccion de mutaciones. En el Instituto de Genética de INTA Castelar se realizan tratamientos
por métodos fisicos para la induccion de mutaciones. Los tratamientos consisten en la aplicacion
de radiaciones ionizantes sobre semillas, por medio de un equipo Philips MG 160 Constant
Potential X-Ray System.

Determinacién de FAD2 y FADS. Luego de la induccion de mutaciones con agentes fisicos (rayos
X) se evaltan plantas M3 provenientes de 3 dosis diferentes de intensidad del agente mutagénico
mediante el genotipado por marcadores moleculares alelos-especificos para FAD2 y FAD3 (Yang
et al., 2012) para la deteccién de variantes en el perfil de acidos grasos.

Cultivo de microsporas. Para acelerar la obtencién de homocigosis se trabaja segun protocolo
estandarizado por Bhowmik et al., 2011, controlando estrictamente las condiciones de crecimiento
de la planta donante. Para ello se colocan las macetas en cAmaras de cultivo con un fotoperiodo
de 16 horas y una temperatura de 20/15 °C dia/noche (Prem et al., 2012). Antes de la formacion
de los botones florales, la temperatura en la camara de crecimiento se reduce a 10/5 °C. Para el
cultivo de microsporas y la regeneracion de plantas se seleccionan botones florales en funcién de
su tamafio (3-4mm). Posteriormente se cultivan segun Ferrie et al. 2011.

Determinacién de contenido de aceite: Mediante analisis sobre semilla entera y por medio de un
analizador de resonancia magnética nuclear (NMR) (Newport 4000, Oxford Institute Limited,
Oxford, Inglaterra), se determina el contenido de aceite de las lineas seleccionadas que se
incluyen en los ensayos comparativos de rendimiento.

Determinacion del perfil de acidos grasos: Se trabaja con un cromatografo de fase gaseosa
HRGC-3000C Konik Instruments (Barcelona, Espafia) equipado con un detector de ionizacién de
llama y una columna capilar Restek de 30 metros de longitud y 0.25 milimetros de diametro. Las
temperaturas de trabajo seleccionadas son: columna 240 °C, inyector 250 °C y detector 250 °C.
Como gas transportador se utilizé nitrégeno. Los datos obtenidos son procesados mediante un
software especifico (IST_Crom). El perfil de AG se calculé como area por ciento. Se midi6 el area
del pico correspondiente a cada acido graso.

Inoculacién con Phoma lingam. La inoculacion se realiza sobre los cotiledones, en plantulas de
10 a 12 dias de edad, lesionando previamente ambos cotiledones con aguja histologica. Las
plantulas permanecen a 100% de humedad relativa por 48 hs y en condiciones de invernaculo con
fotoperiodo de 16 h. de luz y temperatura = 12-15 °C (6ptimo 20-22 °C). La evaluacion de los
sintomas se realiza entre los dias 10 a 14 posteriores a la inoculacion, utilizando la escala de
severidad adaptada de Bansal et al. 1994. Se calcula la severidad promedio de cada linea
utilizando la siguiente formula: Sev.Phoma= Z [Numero de plantas con la categoria n de severidad
X categoria de la escala de severidad (0 a 4)]/ (Namero total de plantas) (Bansal et al., 2002). Los
materiales se clasifican, de acuerdo a la severidad promedio obtenida en: Inmune (Grado 0),
Resistente (Grados 1y 2) y Susceptible (grados 3y 4).

RESULTADOS Y DISCUSION
En el desarrollo de nuevos cultivares de colza se prioriza la seleccién de materiales que presenten,
ademas de alto potencial de rendimiento, resistencia a enfermedades y mejora de la calidad
industrial. En el afio 2007 se inicié el programa de mejoramiento por técnicas convencionales,



realizandose los primeros cruzamientos artificiales. A modo de ejemplo se presenta en la tabla 1
un esquema de trabajo para un ciclo.

Tabla 1. Seleccion de lineas en el programa de colza.

Afio Filial Seleccién
2007 Cruzamiento
2008 F1

Pobl. Segregante. Eliminacién de poblaciones con caracteres
2009 F2 indeseables.

Pobl. Segregante. Eliminacién de poblaciones con caracteres
indeseables. La F4 se implanta en Parana y en Barrow para

2010 F3/F4 seleccionar poblaciones en dos ambientes.
2011 F5 Seleccidn de plantas individuales.
2012 F6 Seleccién de lineas.
Estabilizado. Evaluacién del material para resistencia a L. maculans
2013 ECR y determinacién del contenido de aceite.
2014 ECR regional Estabilizado. Multiplicacion de las mejores lineas.

En el presente ciclo agricola, los materiales estabilizados en evaluacion son: 28 lineas avanzadas
que se testean en 5 localidades en el ensayo comparativo de rendimiento regional y 441 lineas en
ensayos comparativos de rendimiento internos.

Con respecto a la calidad industrial se llevan a cabo determinaciones del contenido de aceite y
perfil de &cidos grasos. En términos generales, el contenido de aceite obtenido a la fecha ha
mostrado valores dentro de la media, encontrdndose porcentajes extremos de 37.5y 52.7.

El material sometido a mutaciones fisicas se evalla utilizando cromatografia gaseosa y mediante
marcadores moleculares gen-especificos. Se espera obtener un perfil de acido grasos con bajo
contenido de acidos grasos saturados, alta concentracion de acido oleico y bajo acido linolénico. A
nivel molecular, se estudia la presencia de las desaturasas FAD2 (alto oleico) y FAD3 (bajo
linolénico), utilizando oligonucleétidos especificos para cada gen. Este protocolo, aun en ejecucion,
permitird detectar mutaciones puntuales en los genotipos evaluados que le otorgan un perfil
modificado de acidos grasos.

Con el objetivo de obtener plantas doble haploide de colza, se optimiza la técnica de cultivo de
microsporas, segun el protocolo propuesto por Bhowmik et al., 2011. Esta metodologia ha
generado algunos resultados preliminares. Se ha podido detectar que con 7 pimpollos de 3 mm de
tamafio es posible obtener una concentracion de 39.000 microsporas/ml. En relacion al shock
térmico, se observé que con 24, 48 y 72 horas de induccion térmica a 32 °C no hubo diferencias
cualitativas entre los genotipos analizados. Asimismo, el medio de cultivo NLN-13 es apto para la
obtencion de microsporas de B. napus en estadio globular. La utilizacién de formulaciones
comerciales para NLN-13 y B5 simplifica tiempos, el uso de carbdn activado permite la
detoxificacion del medio y el agregado de benzil-amino purina (BAP) y trans-zeatina al medio B5,
aumenta el poder embriogénico del genotipo evaluado. Particularmente, la temperatura de
crecimiento de la planta donante debe ser 20-15 °C (fotoperiodo 8/16) previo al bolting, luego del
cual se reduce a 5-10 °C (Figura 1).
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Figura 1: Cultivo de microsporas: A) Camara de crecimiento con fotoperiodo de 16 horas a 20/15 °C dia/noche.
Antes de la formacién de los botones florales, la temperatura en la camara de crecimiento se reduce a 10/5 °C.
B) — I) Desarrollo de embriones provenientes de microsporas de Brassica napus: B) y C) Microsporas de
TOPAS 4079 tefiidas con carmin acético observadas bajo luz transmitida y tefiidas con Hoechst 33342 y
observacion bajo luz UV, respectivamente. Barra = 10 um. D) — |) Microsporas de 7, 10, 14, 21, 25 y 30 dias en
medio B5 para regeneracion de embriones. Barra = 250 yum.

CONCLUSIONES
En este trabajo se muestra el desarrollo y ejecucion del programa de mejoramiento genético de
colza que se esta implementando en Argentina, desde el INTA. Los productos obtenidos permitiran
contribuir a ampliar la oferta nacional de cultivares de colza generados para nuestras condiciones
agroambientales, contribuyendo al crecimiento de la produccién con estabilidad, reduciendo el uso
de fungicidas, los costos de produccién y minimizando las pérdidas de produccién ante epifitias.
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