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RESUMEN

El trigo (Triticum sp.) es uno de los principales cultivos agricolas y un alimento esencial para
gran parte de la poblacion mundial, por ello se hace de vital importancia el desarrollo de
variedades con una resistencia incrementada a los estreses bidticos y abidticos a los que se ve
sometido, pues estos son causantes de una gran reduccidon en su productividad, y debido al
cambio climatico, su frecuencia y magnitud aumentan cada afo. De entre todos ellos, la fusariosis
causada por el hongo Fusarium graminearum y la sequia, son los dos estreses de mayor
prevalencia en el cultivo de trigo y en los cuales se centrara el presente trabajo, llevando a cabo
una revision bibliografica exhaustiva acerca de los avances mas prometedores en la mejora
genética para el desarrollo de variedades con una resistencia incrementada. Con respecto a la
fusariosis, destaca la transferencia estable de los loci Fhb y genes que codifican para ARN
interferentes, y en cuanto al desarrollo de variedades tolerantes al estrés por sequia, las lineas que
manipulan y transfieren los genes NAC, WKRY, EPF'y HaHb4. Dichos avances son producto de
la optimizacion de las técnicas moleculares de andlisis y de edicion genética, pero debido a las
restricciones legislativas y el rechazo social hacia los organismos modificados genéticamente,
estos logros estan siendo menoscabados, por lo que es necesario un cambio en la legislacion y en
la mentalidad existente.

Palabras clave: Fusariosis, Mejora genética vegetal, Rendimiento, Resistencia, Sequia, Trigo.

ABSTRACT

Wheat (Triticum sp.) is one of the main agricultural crops and essential food for much of the
world’s population, so it is of vital importance to develop varieties with increased resistance to
biotic and abiotic stresses to which it is subjected, as these are causing a large reduction in
productivity, and due to climate change, its frequency and magnitude increase every year. Among
all of them, the most prevalent stresses in wheat are Fusarium head blight, caused by the fungus
Fusarium graminearum, and drought, on which this work will focus, carrying out an exhaustive
bibliographic review about the most promising advances in plant breeding for the development
of more resistant varieties. Regarding the Fusarium head blight, what stands out is the stable
transfer of Fhb loci and genes coding for RNA interference, and with respect to the development
of varieties tolerant to drought stress, the lines that manipulate and transfer the NAC, WKRY, EPF
and HaHb4 genes are noteworthy. These advances are the result of the optimization of molecular
techniques of analysis and genetic editing, but due to legislative restrictions and social rejection
of genetically modified organisms, these achievements are being undermined, so it is necessary
to change legislation and existing mentality.

Keywords: Drought, Fusarium head blight, Plant breeding, Resistance, Wheat, Yield.



ABREVIATURAS

ARNds: ARN bicatenario o de doble cadena.

ARNi: ARN interferente.

ARNm: ARN mensajero.

D3G: deoxinivalenol-3-B-D-glucoésido.

DON: deoxinivalenol.

EPF: factores del patron epidérmico.

FAO: Organizacion de las Naciones Unidad para la Agricultura y la Alimentacion.
FHB: tizon de la cabeza de Fusarium o fusariosis.
HaHB4: Helianthus annuus homeobox 4.

HRC: proteina de unidn a calcio rica en cisteina.
OMG: organismo modificado genéticamente.

pb: pares de bases.

QTL: locus de rasgo cuantitativo.

ROS: especie reactiva de oxigeno.

UGT: enzima uridina difosfato glucuronil transferasa.
Ya: rendimiento actual.

Yg: brecha de rendimiento.

Yp: rendimiento potencial.



1. Introduccion

El trigo (Triticum sp. L.) es una planta autdgama anual de uso agricola destinada a la
alimentacion humana y ganadera, cuyo cultivo en el afio 2019 fue el segundo mas importante
en cuanto a produccion, pues alcanz6 las 735 millones de toneladas, y el mas extenso en cuanto
a superficie cultivada, con mas de 215 millones de hectareas (Mattera, 2017; Kumar Singh et

al., 2020; Food and Agriculture Organization, 2020).

Se trata de un cereal cuyo principal insumo son sus semillas de tipo caridpside, las cuales
se desarrollan a partir de las flores reducidas que conforman las inflorescencias de tipo espiga
compuesta situadas en el extremo distal del tallo tipo cafia, emergiendo del mismo también unas
hojas lanceoladas unidas intimamente a través de la vaina que, mediante la ligula, se une al
limbo, la parte mas distal (Shewry, 2009; Hernandez Barrera, 2017). Dichas semillas,
denominadas cominmente como granos, presentan un gran valor nutricional y caldrico, pues
son una fuente importante de carbohidratos, proteinas, minerales y vitaminas, y contienen 327
kilocalorias por cada 100 gramos, proporcionando por ello el 20% de las calorias ingeridas
diariamente por los humanos, siendo el alimento base para mas del 30% de la poblacion
mundial, lo que hace del trigo el cereal mas consumido en el mundo con un promedio de 65,43
kilogramos por persona y por afio (International Wheat Genome Sequencing Consortium, 2014;

United States Department of Agriculture, 2020).

El cultivo de trigo se encuentra distribuido por todo el mundo, pues presenta una enorme
diversidad que se estima en mas de 25.000 variedades distintas, como consecuencia de su
compleja historia evolutiva y su gradual expansion por todos los continentes (Shewry, 2009;
Abbate et al., 2017). Esta gran diversidad se engloba dentro del género Triticum L. 1753, el
cual pertenece a la Tribu Triticeae, Subfamilia Pooideae, Familia Poaceae, Orden Poales, Clase
Liliopsida y Division Magnoliophyta. Pese a dicha pluralidad, el 90-95% del cultivo se
corresponde con el trigo hexaploide, Triticum aestivum L., también conocido cominmente
como trigo blando o trigo panadero; seguido del trigo tetraploide, Triticum turgidum L.,
llamado también trigo duro o trigo emmer; quedando una pequefia porcion del cultivo dedicado
a los trigos diploides einkorn, espelta y club, entre otros (Shewry, 2009; Mattera, 2017; Kumar
Singh et al., 2020).

Esta monopolizacion del cultivo de trigo supone un gran riesgo frente a los diferentes
estreses abidticos y bidticos a los que se ve sometido, pues su homogeneidad genética conlleva

una baja plasticidad fenotipica y consecuentemente una adaptabilidad evolutiva muy limitada,



por lo que, ante cualquier alteracion, las pérdidas en términos de productividad son inmensas
(Dwivedi et al., 2017). Esto, sumado a la necesidad de incrementar su producciéon con el
objetivo de asegurar los recursos alimenticios para la poblacion futura, conlleva la exigencia
intrinseca de desarrollar nuevos cultivares de trigo con una productividad incrementada
mediante el aumento de la tolerancia a los estreses bidticos y abioticos (Hatfield y Beres, 2019;

Senapati y Semenov, 2020).

2. Objetivos
2.1. Objetivo principal

El objetivo principal del presente trabajo es llevar a cabo una exhaustiva revision
bibliografica a cerca de los avances mas importantes y significativos en la mejora genética
vegetal del cultivo de trigo, enfatizando en el desarrollo de variedades novedosas con una
resistencia a los estreses bioticos y abidticos acrecentada con el objetivo final de aumentar la
productividad. Cabe justificar que, debido al gran numero de estreses diferentes, se trataran

unicamente aquellos de mayor prevalencia en el cultivo de trigo.

2.2. Objetivo secundario

Dicho trabajo también tiene como proposito mencionar la importancia del cultivo de

trigo, asi como la relevancia de la mejora genética vegetal en el futuro de la humanidad.

3. Metodologia

En el presente trabajo de tipologia bibliografica, se ha llevado a cabo una exhaustiva
revision del conocimiento recopilado en articulos y revisiones de revistas cientificas, tesis
doctorales, y libros especializados, asi como la informacion disponible en portales web de

organizaciones cientificas y gubernamentales.

Dicha informacion se ha obtenido en bases de datos cientificas de caracter electronico,
como Pubmed, Dialnet, Scopus preview, Google Scholar, Sciencedirect, Elsevier, Springer,
ademas de paginas web oficiales como la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) y el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion del

Gobierno de Espaiia.

Las palabras claves utilizadas en las busquedas bibliograficas fueron: “wheat”

2 <6 2 <6

“Fusarium™ “biotic stress” “abiotic stress” “plan breeding” y “drought”. Los operadores



booleanos empleados en estas busquedas especificas de informacion fueron: “AND” y “OR”.

También se han utilizado operadores de posicion como: “SAME” “WITH” y “NEAR”.

De la informacion resultante en las bases de datos anteriormente citadas mediante los
criterios de busqueda descritos, unicamente se emplearon los documentos de interés y con los
siguientes requisitos: antigiiedad igual o inferior a los 10 afios y alta rigurosidad cientifica,
siendo para ello publicadas en revistas de prestigio contrastado o bajo alguna credencial que
acredite su rigurosidad y veracidad. Se establecieron también criterios de preferencia por
autores de mayor renombre e influencia en el campo del conocimiento a tratar y también por la

informacion mas novedosa y fiable.

4. Desarrollo del contenido
4.1. Evolucion del trigo

El trigo presenta una historia evolutiva muy compleja, en la cual, se han sucedido
multiples eventos de hibridacion, tanto interespecificas como intergenéricas, que han dado lugar
a la naturaleza poliploide presente en los trigos cultivados mayoritariamente hoy en dia

(International Wheat Genome Sequencing Consortium, 2014).

Actualmente se conocen 31 especies de trigo dentro del complejo Triticum sp.-Aegilops
sp., dos géneros taxondmicamente distintos, pero filogenéticamente muy relacionados, lo cual
desemboca en que sean tratados de forma indistinta y conjunta en algunos casos (Shewry,
2009). De esas 31 especies, 13 son diploides, denomindndose comunmente como trigos
“einkorn” (2n = 14 cromosomas), mientras que las 18 especies restantes presentan dos grados
diferentes de alopoliploidia, siendo o bien tetralopoliploides, denominéndose trigos “emmer”
(BBAA; 2n = 4x = 28 cromosomas), o bien hexalopoliploides, como las diferentes subespecies
y variedades de 7. aestivum L. (BBAADD; 2n = 6x = 42 cromosomas) (Dwivedi et al., 2017;
Kumar Singh et al., 2020). Todas ellas tienen en comun la presencia de un genoma dominante
que ha permanecido inalterado desde su origen, el subgenoma “A”, el cual determina los
caracteres morfologicos basicos de manera estable, pero que se ve influenciado por los diversos
subgenomas extras que pueden acompafiarle, siendo estos ultimos mas susceptibles a los
factores ambientales del entorno y los responsables de la diversidad fenotipica caracteristica de

este cultivo (El Baidouri et al., 2016).

Dicho subgenoma “A”, se originé hace unos 7 millones de afios a partir del mismo

ancestro comun, aun por determinar, del cual divergié también el genoma “B” (Marcussen et



al., 2014). El genoma “A” inicamente se encuentra en la actualidad de forma no alopoliploide
en los trigos diploides 7. monococcum L. (syn. T. monococcum subsp. monococcum) (A™A™)
y T. urartu Thumanjan ex Gandylian (A"A"), los cuales divergieron hace un millén de afos. El
genoma “B” por su parte, presenta dos variantes gendémicas distintas en la actualidad. Por un
lado, Aegilops speltoides Tausch presenta un genoma “B” presuntamente invariante, ancestral,
que difiere sustancialmente del subgenoma “B” presente en los trigos alopoliploides, lo cual
sugiere su origen polifilético como resultado de multiples hibridaciones entre distintas especies
primitivas de Aegilops sp., denominadas “ancestros S, tal y como se muestra en la Figura 1 (El

Baidouri et al., 2016).

El primer evento de alopoliploidizacion se produjo hace 500.000 afos, y en €l estuvieron
implicados un ejemplar de 7. urartu y una especie aun desconocida proxima a 4. speltoides, la
cual presentaba un genoma diploide del subgenoma B polifilético (Rasheed et al., 2018). El
resultado de dicha hibridacion, en la que el subgenoma A se transmitié via paterna y el
subgenoma B via materna, fue un trigo tetraploide (BBAA) llamado escanda, Triticum
turgidum subsp. dicoccoides (Korn.) Thell, del cual derivo primeramente el farro, 7. turgidum
subsp. dicoccum L.y mas tarde el trigo duro actual, 7. turgidum subsp. durum L., tal y como

se puede observar en la Figura 1 (Haas et al., 2019).

El segundo evento de alopoliploidizacion se cree que tuvo lugar hace 10.000 afios, entre
las especies A. tauschii Coss (DD) y T. turgidum subsp. dicoccoides (BBAA), dando lugar al
trigo hexaploide, Triticum aestivum L. (BBAADD), més concretamente al trigo espelta, 7.
aestivum subsp. spelta L., aunque existe una gran controversia en el origen de dicha subespecie,
pues hay indicios de que pudo surgir a partir de la hibridacion entre un trigo hexaploide ya
existente, 7. compactum Host, y un trigo emmer (Wang et al., 2013; International Wheat

Genome Sequencing Consortium, 2014; Balfourier et al., 2019; Haas et al., 2019).

Independientemente de cual fuese el primer trigo hexalopoliploide, el subgenoma “D”
que portan se encuentra exclusivamente en ellos, y de forma no alopoliploide en A. tauschii. Se
cree que dicho subgenoma se origind tras dos hibridaciones interespecificas de caracter
homoploide, pues dichas hibridaciones no implicaron una alteracion del numero de
cromosomas, sino una mezcla de estos. La primera hibridacion tuvo lugar hace 5 millones de
afios, entre el genoma “A” y “B”, y la segunda 3 millones de afios mas tarde con un organismo

extinto portador del genoma “D” ancestral (Marcussen et al., 2014; El Baidouri ef al., 2016).



Los eventos de hibridacion anteriormente citados ocurrieron de forma azarosa en las
poblaciones naturales, siendo las formas resultantes las seleccionadas por el hombre tras la
aparicion de la agricultura, produciéndose por ello cambios en las frecuencias génicas y la

aparicion de las especies domesticadas actuales (Shewry, 2009).

TIEMPO (M.A.) Anc. A—_AnC. SI

65 ﬁ

M_ D' .............................

: .
N / EXTINTO
046/0.23 A

0,30/0,07 /

[

0,46/0,23 T turgidum subsp.

dicoccoides (BA)

0,30/0,07

1
T’ turgidum subsp.

T’ aestivum subsp.
dicoccum (BA) [emmer] ‘

spelta (BAD) [espelta]
¥

T monococcum | | T urartu| T turgidum subsp.H T. aestivum subsp.||A. speltoides | A. tauschii
(A™) [einkorn] | (A™) durum (BA) aestivum (BAD) (B) (D)

@ © 00 o0& o ¢©o

Figura 1. Representacion esquematica del origen y evolucion de los diversos genomas presentes en los
trigos actuales, con escala de tiempo en millones de afios (M.A.). Genoma ancestro A (Anc. A, circulo
verde), genoma ancestro B (Anc. B, circulo rojo; derivado de la hibridacion entre distintas especies del género
Aegilops sp. indicado por flechas negras gruesas) y el genoma ancestro D (Anc. D, circulo azul). Las lineas
anchas y negras de las dos tltimas aloploidizaciones indican el genoma que fue transmitido via materna, lo
cual determina el orden de las iniciales que designan el genoma (EI Baidouri et al., 2016).

4.2. Historia del cultivo

El trigo es considerado uno de los cultivos mas primigenios, pues contribuyd a la
“revolucion neolitica” ocurrida hace 12.000 afios, en la cual se produjo la aparicion de la
agricultura y la transicion de la vida ndmada hacia los primeros asentamientos sedentarios que

fueron desarrollandose hasta la actual sociedad (Hernandez Barrera, 2017).

Mediante estudios paleogenéticos se ha demostrado que el trigo se cultivd por primera
vez en la Media Luna Fértil, concretamente en los territorios de la actual Turquia. Dichos

cultivos ancestrales consistian en variedades locales silvestres, las cuales de forma paulatina y



premeditada fueron domesticandose segln caracteres agrondmicos de interés para el hombre,
dando lugar al llamado “Sindrome de Domesticacion”, pues supuso el detrimento de su

potencial ecologico en el estado silvestre (Balfourier et al., 2019).

Su cultivo se expandié inicialmente por Europa, llegando a la Peninsula Ibérica hace
7.600 afios, y de forma paralela, pero mas lenta, por Africa y Asia, arribando hace 3.000 afios
en China, region en la cual se distingue un gran nucleo de especiacion (Balfourier ef al., 2019).
En el Nuevo Mundo, el trigo fue introducido a través de México en el afio 1529 por
colonizadores espafioles y portugueses, 300 afios antes que en Oceania, continente en el cual el

cultivo fue introducido con las primeras expediciones inglesas (Olmstead y Rhode, 2011).

Desde el siglo XIX, el trigo ha sido uno de los principales cultivos en los que se ha
centrado la mejora genética vegetal (Mcgoverin et al., 2011). Durante el siglo XX, fue objeto
de numerosos programas de fitomejoramiento en el marco de la llamada “Revolucién Verde”,
desarrollandose variedades de alto rendimiento, con un rango ambiental de cultivo més amplio

y con unas caracteristicas agronémicas mejoradas (Mattera, 2017).

4.3. Brecha de rendimiento

La brecha de rendimiento (Yg) se define como, la diferencia entre el rendimiento
promedio actual de un cultivo en una region geografica concreta (Ya) y el rendimiento potencial
que podria alcanzar ese mismo cultivo con técnicas agricolas apropiadas (Yp). Dicho de otra
forma, este concepto estima las pérdidas evitables en los cultivos debido a los estreses bidticos
y abioticos, pues hace referencia a la gestion deficiente de dichas alteraciones (Van Ittersum et

al., 2013; Hatfield y Beres, 2019; Senapati y Semenov, 2020).

Cerrar esta brecha de rendimiento es imposible, pues lograr rendimientos maximos
implica un manejo del cultivo excepcional, lo cual no siempre es factible, econdémicamente
viable o medioambientalmente deseable, debido a que el aumento del rendimiento a los insumos
aplicados deja de tener una relacion lineal positiva al sobrepasarse un rendimiento potencial
umbral del 75-85%, lo cual quiere decir que por mas que se fertilice o se apliquen herbicidas o
plaguicidas, lo tnico que se produce es un derroche de recursos y una degradacion del medio

natural (Lobell et al., 2009; Hatfield y Beres, 2019).

Esto justifica la importancia de la mejora genética vegetal en el desarrollo de nuevas
variedades con caracteristicas agronomicas superiores, pues se ha demostrado que al

incrementar el Yp de un cultivo mediante la modificacion de su genotipo, se produce un



aumento del Ya y una reduccion del Yg (Fischer ef al., 2014). Al discernir este aumento del
rendimiento en los cultivos debido al fitomejoramiento, se ha empezado a hablar de una nueva
brecha, la brecha de rendimiento genético, la cual se define como la diferencia entre el
rendimiento potencial estimado de un cultivo con genotipo ideal y el rendimiento actual de
dicho cultivo (Ya) (Senapati y Semenov, 2020). Segiin datos de la FAO, el Ya del cultivo de
trigo en Europa el afio 2019 fue de 4 toneladas por hectarea, y se ha estimado que el Yp de un
trigo con genotipo ideal seria de 12 toneladas por hectarea, existiendo por lo tanto un gran
margen de incremento del rendimiento mediante su mejora genética (Food and Agriculture

Organization, 2020; Senapati y Semenov, 2020).

Para obtener estas variedades de genotipo ideal, con un fenotipo de mayor resistencia a
los diferentes estreses a los que se ve sometido el cultivo, se debe hacer uso de la diversidad
genética presente en los ancestros silvestres y en las landraceas, siendo entendidas estas, como
variedades tempranamente domesticadas muy adaptadas a las condiciones climaticas de una
region concreta (Pascual et al., 2020; Senapati y Semenov, 2020). Por ello, se requiere una
caracterizacion genética exhaustiva de todas las especies vegetales potencialmente interesantes,
ya que albergan multitud de genes que pueden ser de gran utilidad y cuya conservacion debe

ser tarea prioritaria (Mattera, 2017).

4.4. Contextualizacion de las pérdidas y de la situacion futura

Las plantas estan sometidas constantemente a los estreses bidticos y abidticos causados
respectivamente por los organismos vivos y por las alteraciones de las condiciones climato-
edéficas del entorno (Dwivedi et al., 2017). Se estima que dichos estreses causan pérdidas en
la productividad de los cultivos de entorno al 50% en el caso de los estreses abidticos y de entre
el 26-40% en el caso de los estreses bioticos (Food and Agriculture Organization, 2018; Wulff
y Dhugga, 2018).

Esta situacion se ve agravada por el cambio climéatico, pues cada vez son més frecuentes
los fenémenos atmosféricos extremos y las explosiones de plagas y patogenos, siendo ejemplo
de ello la actual plaga de langostas que esta asolando los cultivos del Africa Oriental, y los
diversos estudios que confirman la correlacion lineal positiva entre los niveles de ozono y el
estrés por sequia que padecen los cultivos, estimandose un incremento de las pérdidas de trigo
de entre el 2-6% para el afio 2030 debido a ello (Fischer et al., 2014; Food and Agriculture

Organization, 2018; Li ef al., 2019b). Segln las predicciones, la Peninsula Ibérica sera una de



las regiones mdas afectadas por el cambio climatico, estimdndose una reduccion de la

productividad del 20% para finales de este siglo (Ciscar et al., 2014).

Estos efectos devastadores, sumado a la exigencia de aumentar en un 70% la produccién
de trigo para cubrir la demanda mundial futura ante una poblacion de 9 mil millones de
personas, hace prioritario el desarrollo de cultivares de trigo novedosos con una resistencia y
rendimiento incrementado, lo cual es competencia de la mejora genética vegetal (Wulff y

Dhugga, 2018; Borisjuk et al., 2019).

4.5. Mejora genética vegetal

La mejora genética vegetal, también llamada fitomejoramiento, es la ciencia que, a partir
de la variabilidad genética preexistente o inducida, lleva a cabo la optimizacion del fenotipo de
una planta de interés econdmico mediante la modificacion de su genoma con el objetivo final
de aumentar su rendimiento (Hernandez Barrera, 2017). Dicha ciencia ha ido evolucionando a

lo largo del tiempo, y hoy en dia se pueden distinguir dos metodologias diferentes.

La mejora genética vegetal clasica, o tradicional, se basa en el cruzamiento dirigido entre
plantas seleccionadas por sus caracteres agronomicos, lo cual provoca la transferencia de genes
no deseados contraproducentes y se ve limitada al uso de los recursos genéticos existentes
(Rasheed ef al., 2018). En el caso del trigo, dicha compatibilidad sexual viene determinada por
el sistema regulador de la recombinaciéon homoéloga Phl-Ph2, un mecanismo de aislamiento
reproductivo postzigotico consecuencia de los eventos de poliploidizacion que ha padecido esta
planta, pues su funcion es asegurar el apareamiento meiodtico entre cromosomas homoélogos y
no entre homéologos de distintos subgenomas (Mattera, 2017; Rasheed et al., 2018). Dichos
loci son causantes de la imposibilidad de integrar ciertos genes foraneos en el genoma del trigo,
pues detectan los cromosomas homedlogos en los que se ha integrado, impidiendo su

recombinacion con el cromosoma homologo que le corresponderia (Wulft y Moscou, 2014).

Mediante la supresion del locus Phl ubicado en el cromosoma 5B, se ha facilitado la
transferencia estable de los genes foraneos, lo cual, junto con la optimizacién de las técnicas de
secuenciacion y genotipado, y el desarrollo de los marcadores moleculares de alto rendimiento,
han permitido acelerar e incrementar la eficiencia de esta metodologia, pero aun asi, este
enfoque resulta insuficiente para lograr los objetivos demandados en el futuro (Wulft y Moscou,

2014; Dwivedi et al., 2017).



Por otra parte, el desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante, las herramientas de
ingenieria génicay las técnicas de cultivo in vitro de tejidos, han dado lugar a la mejora genética
vegetal molecular, en la cual son inexistentes las limitaciones anteriormente citadas, pues
permite llevar a cabo la modificacidon de genes concretos preexistentes en la planta mediante
mecanismos como CRISPR-Cas9 y TALENS, entre otros, o bien, la introgresion de transgenes
mediante la biobalistica o el empleo de Agrobacterium, sin ningln tipo de limitacién en cuanto
a compatibilidad sexual. El resultado de esta metodologia son organismos modificados
genéticamente (OMGQ), plantas transgénicas portadoras de la modificacion génica pertinente

pero con el fondo genético inalterado (Keller ef al., 2018; Borisjuk et al., 2019).

Esta permisividad en el empleo de material genético exdtico mediante la transgénesis,
fundamenta la importancia de conservar la variabilidad genética presente en los cultivares
élites, las landraceas y los parientes silvestres, pues constituyen la base del fitomejoramiento

(Rasheed et al., 2018; Senapati y Semenov, 2020).

Por lo tanto, mientras que el acervo genético aprovechable por el fitomejoramiento
convencional se limita al contenido en las especies compatibles en la fecundacién, el
fitomejoramiento molecular permite el empleo de los recursos genéticos presentes en especies
filogenéticamente distantes, pero presenta algunas limitaciones en el cultivo de trigo que se

veran a continuacion (Rasheed et al., 2018; Wulff y Dhugga, 2018; Hatfield y Beres, 2019).
4.5.1. Limitaciones legislativas y sociales

Las restricciones legislativas y el rechazo social hacia los OMG, provoca que los
esfuerzos para el desarrollo de nuevos cultivares se centren en técnicas de mejora tradicionales
(Messmer et al., 2015). En Europa, donde el trigo es el cultivo més importante, la directiva
2001/18/CE del Parlamento Europeo prohibe el cultivo de plantas transgénicas, a excepcion del
maiz Bt, mientras que en Estados Unidos o China, donde las restricciones son mas débiles, el
trigo es un cultivo minoritario y su mejoramiento queda relegado a un segundo plano (Wulff'y

Dhugga, 2018).
4.5.2. Complejidad del genoma

Como se ha visto anteriormente, el trigo presenta un enorme genoma alopoliploide, lo
cual sumado a la existencia de multiples genes pardlogos de accidon coordinada para la
determinacion de los caracteres cuantitativos de interés agronomico, hace que su

caracterizacion y posterior empleo en los programas de fitomejoramiento sea tarea compleja



(Wulff y Dhugga, 2018; Pascual et al., 2020). La reciente secuenciacion del genoma completo
de Triticum aestivum var. Chinese Spring, con 17 gigabases y 85% de ADN repetitivo, y el de
otros trigos, han supuesto un hito para el avance en la mejora genética de este cultivo, pues
facilita la comprension de las distintas redes génicas y permite el desarrollo de marcadores

moleculares de alto rendimiento (International Wheat Genome Sequencing Consortium, 2018).

4.6. Resistencia o tolerancia frente a los estreses

Las plantas presentan diversas estrategias morfoldgicas, fisiologicas y bioquimicas para
hacer frente a los diferentes estreses. Aunque algunos autores distinguen entre la tolerancia,
como la capacidad de padecer un estrés mayormente abidtico sin reducir el rendimiento, y la
resistencia, como un mecanismo activo para contrarrestar el efecto dafiino de estreses
principalmente biodticos, resulta muy dificil distinguir entre ambas estrategias, ya que las plantas
exhiben un patrén mixto de ambos mecanismos (Sivasankar et al., 2012; Stout, 2013; Mitchell

et al.,2016). Por ello, se hablard indistintamente de resistencia y tolerancia.

4.7. Estreses bioticos

Los estreses bidticos hacen referencia a cualquier organismo biologico activo capaz de
alterar el estado fisioldgico o morfoldgico normal de la planta, siendo estos: malas hierbas,
herbivoros, insectos y fitopatogenos. En el caso del trigo, los esfuerzos del fitomejoramiento se
centran en los fitopatogenos, dentro de los cuales se incluyen los hongos, protozoos, bacterias
y virus, organismos capaces de parasitar la planta y dar lugar a enfermedades que implican la

muerte total o parcial de la misma (Levitus ef al., 2010).

En respuesta a ello, las plantas activan los mecanismos de defensa, los cuales presentan
tres etapas principales: el reconocimiento del patdgeno mediante receptores de este o del dafio
asociado, la transduccion de la sefal y la respuesta de defensa (Dinh et al, 2020). La
incapacidad de reconocer el patdgeno o la defensa insuficiente frente al mismo, desemboca en
una interaccion compatible planta-patégeno y en la consecuente enfermedad, mientras que si
dicha interaccidon es incompatible, la planta resulta resistente al patdégeno, inhibiendo su

crecimiento o eliminandolo (Levitus ef al., 2010).
4.7.1. Resistencia frente a los estreses bidticos

La resistencia frente a los estreses bioticos se puede definir como la capacidad de una
planta para inhibir o erradicar el desarrollo de un patégeno, pudiendo ser inespecifica, basal o

innata, cuando es debida a fuertes barreras estructurales o compuestos toxicos de amplio
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espectro; o especifica, cuando estd determinada por la combinacion génica “gen a gen”, segiin
lo cual, cuando la planta expresa un gen de resistencia dominante y el patdgeno presenta un gen
de avirulencia dominante complementario, se produce una respuesta de hipersensibilidad que
ocasiona una necrosis rapida y localizada que impide la propagacion del patogeno (Levitus et

al., 2010).

El control genético de dicha resistencia es variable, y previamente al inicio de un
programa de fitomejoramiento debe ser caracterizado para su modificacion pertinente e
integracion exitosa en un cultivar. Segun Levitus y colaboradores (2010), existen 4 tipos de
resistencias, tal y como se muestra en la Tabla 1. La resistencia monogénica, o de
hipersensibilidad, estd determinada por un solo gen, siendo de corta duracion y especifica para
ciertas razas del patdgeno, igual que la resistencia oligogénica, pero en esta intervienen un
mayor numero de genes. La resistencia poligénica, o cuantitativa, estd determinada por varios
loci de rasgos cuantitativos (QTL), y a diferencia de las anteriores, genera una resistencia
inespecifica y duradera. Por ultimo, la resistencia citoplasmatica, determinada por genes
extranucleares de los cloroplastos y mitocondrias, ha sido poco estudiada, pero su relevancia

parece infima.

Tabla 1. Tipos de resistencias en funcién de su control génico.

GENES TIPO DIANA
MONOGENICA Uno Especifica Todo
OLIGOGENICA Varios Especifica Hongos y nematodos
POLIGENICA QTL Inespecifica Insectos, virus y bacterias
CITOPLASMATICA ADN cloroplastidial y mitocondrial de herencia materna

En la actualidad, el unico tratamiento frente a los estreses bidticos es la aplicacion de
plaguicidas o herbicidas, compuestos toxicos cuya eficiencia es muy baja, pues por ejemplo en
el caso de los fungicidas contra la fusariosis, la efectividad es tinicamente de entre el 15-30%
(Stokstad, 2020; Dinh et al., 2020). En cambio, la mejora genética vegetal permite el desarrollo
de plantas con una resistencia intrinseca, siendo un método econdmicamente mas rentable y

ecoldgicamente sostenible (Li ef al., 2019a).

Dicha resistencia transferida debe de ser de caracter poligénico, pues aquellas de caracter
monogénico u oligogénico resultan insuficientes y labiles, debido a la alta capacidad adaptativa
de los patogenos para eludir dichas resistencias al generar nuevas razas con mecanismos
patogénicos diferentes (Wulff y Moscou, 2014; Wulff y Dhugga, 2018). Por ello, lo que
persigue el fitomejoramiento es la introgresion de multiples genes de resistencia de accion no

redundante y coordinada, proporcionando de esta manera una resistencia eficiente e ineludible
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para el patogeno (Wulff y Moscou, 2014; Borisjuk et al., 2019). Esto se consigue mediante la
construccion por ingenieria genética de casetes génicos, o mediante la piramidacion de genes,
lo cual consiste en la acumulacion de genes de resistencia en la variedad élite a mejorar, pero
sin que entre ellos exista ningln tipo de ligamiento que asegure la segregacion conjunta, cosa
que si ocurre con los casetes génicos (Guo et al., 2015; Wulff y Moscou, 2014). Por lo tanto, el
enfoque a seguir ya no es unicamente determinar el gen con mayor efecto, sino dilucidar que
combinacion de ellos es la mas efectiva, lo cual precisa de un mejor entendimiento de las redes

génicas implicadas en los mecanismos de resistencia a la patogenicidad (Borisjuk et al., 2019).
4.7.2. Hongos

De los multiples patégenos que afectan al cultivo de trigo, los hongos son los de mayor
prevalencia, pues enfermedades como la roya, la fusariosis, la septoriosis y el moho

polvoriento, ocasionan mas del 70% de las pérdidas bidticas en este cultivo (Duba et al., 2018).
4.7.2.1. La fusariosis o el tizon de la cabeza de Fusarium

La fusariosis, también llamada el tizon de la cabeza de Fusarium (FHB), es una
enfermedad micoética devastadora causada, mayormente, por el hongo ascomicota Fusarium
graminearum, en el cual se centrard este trabajo (Kamran Khan et al., 2020). Se trata de un
hongo hemibiotrofico, pues es capaz de parasitar la planta en cualquier estadio del desarrollo
(fase biotrofica) y persistir en los tejidos muertos (fase necrotréfica) (Duba et al., 2018).
Ademas, presenta un ciclo de vida con una etapa asexual y una etapa sexual, lo que le otorga

una gran adaptabilidad fenotipica y patogénica (Kamran Khan et al., 2020).
4.7.2.1.1. Contextualizacion

El FHB causa unas pérdidas anuales del 5-10% en la productividad mundial de los
cultivos de trigo, y en paises como China se estima que entre el 20-40%, pudiendo llegar incluso

al 100% si las condiciones climéaticas son idoneas para el hongo (Cheng et al., 2012).

En Europa y América del Sur las pérdidas son menores y se localizan en 4reas concretas,
pero cada afio la extension de su incidencia aumenta debido al cambio climatico, estimandose

unas pérdidas futuras de entre el 50% y el 70% respectivamente (Singh et al., 2016).
4.7.2.1.2. Micotoxinas

Las micotoxinas, o toxinas fingicas, son metabolitos secundarios téxicos producidos por el

hongo que actian como factores de patogenicidad en la infeccion de la planta (Perochon ef al.,
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2019). En el caso de F. graminearum, se trata de epoxi-sesquiterpenos y tricotecenos, los cuales
reprimen la sintesis de proteinas en las células al inhibir la actividad peptidiltransferasa de la
subunidad ribosomal 60S. También se ha observado que actiian inhibiendo la muerte celular
programada, anulando la resistencia por hipersensibilidad al disminuir la expresion de los genes
F-box del complejo ligasa ubiquitina E3 e incrementar los niveles de la enzima oxidasa
alternativa (Chetouhi et al., 2016). Dentro de la enorme variedad de micotoxinas, cabe destacar

el deoxinivalenol (DON) y el nivalenol (Mandala et al., 2019).
4.7.2.1.3. Infeccion

La infeccion se inicia con la germinacion de las ascosporas sobre las inflorescencias del
trigo, momento en el cual comienza a captar el alimento del interior de las células al degradar
su pared celular mediante la secrecion de celulasas, xilanasas y pectinasas (Xu y Nicholson,
2009). Esto activa la resistencia Tipo I, la cual consiste en la sintesis de -1,3-glucanasas y
quitinasas, enzimas que degradan la pared celular de los hongos (Eldakak ez al., 2018). También
se ha observado que, las células vegetales con paredes celulares ricas en compuestos fendlicos

e hidroxiprolina ofrecen una mayor resistencia (Duba et al., 2018).

Si el hongo resiste, que es lo normal, comienza su expansion por los tejidos adyacentes
mediante la sintesis de DON, codificado por el gen 77i5, iniciandose entonces la resistencia
Tipo 1II, la cual se basa en la glicosilacion detoxificante de DON en posicion 3 mediante la
enzima uridina difosfato glucuronil transferasa (UGT), codificada por el gen HvUGT13248,
generandose DON-3-3-D-glucésido (D3G) (Mandala et al., 2019; Perochon et al., 2019). El
resultado son unas espigas de color blanquecino y carentes de granos, o si los contiene, estos
son pequefios, arrugados y no aptos para el consumo por la presencia de micotoxinas (Wang et

al., 2020).
4.7.2.1.4. Estrategias del fitomejoramiento

Esta resistencia Tipo II es de caracter poligénica, siendo por ello la més efectiva y estable,

y en la cual se centran los programas de mejora genética vegetal (Kamran Khan et al., 2020).
4.7.2.1.4.1. Primera estrategia: loci Fhb

En el genoma del trigo hexaploide se han identificado numerosos QTLs implicados en la
resistencia contra el FHB, los cuales estan distribuidos por todos los cromosomas a excepcion
del 7D (Zhu et al., 2020). De todos ellos, unicamente siete, los denominados loci Fhb que se

observan en la Tabla 2, han sido estudiados y caracterizados (Kamran Khan et al., 2020). Estos
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loci Fhb presentan diversas funciones, pero la principal es la regulacion de la expresion de la
enzima UGT, pues existe una correlacion lineal positiva entre la presencia o ausencia de dichas
regiones con la acumulacion de D3G, ademds de observarse una reduccion del 20-50% en la

patogenicidad del hongo con su sobreexpresion (Mandala et al., 2019).

A continuacion, se hablara de los loci F4b mas prometedores y utilizados en la actualidad

para el desarrollo de variedades de trigo resistentes al FHB.

Tabla 2. Loci Fhb caracterizados o introducidos en el trigo hexaploide.

LOCUS CROMOSOMA FUENTE REFERENCIA
Fhbl 3B T. aestivum var. Sumai 3 Cuthbert et al., 2006
Fhb2 6B T. aestivum var. Sumai 3 Cuthbert et al., 2007
Fhb3 TA Leymus racemosus Liu et al., 2006
Fhb4 4B T. aestivum var. Wangshuibai Qietal, 2008
Fhb5 5A T. aestivum var. Wangshuibai Xue et al., 2010
Fhb6 1A Elymus tsukushiensis Xue et al., 2011b

Thinopyrum elongatum / Wang et al., 2020 /
L Uy vy hingzyrum pongticum Gu(t()g etal., 2015

4.7.2.1.4.1.1. Locus Fhbl

El Fhbl esta localizado en el cromosoma 3B de numerosos cultivares chinos de trigo
(Zhao et al., 2018; Hao et al., 2020). Fue descubierto en la variedad Sumai 3, siendo hasta el
momento el locus Fib mas empleado, habiéndose introducido mediante cruzamientos dirigidos
en 20 variedades comercializadas a nivel mundial (Cuthbert et al., 2006; Lagudah y Krattinger;
2019; Zhu et al., 2020). Aunque su eficacia ante el FHB es indiscutible, de los 13 genes
putativos que se distinguen en esta region, es decir, secuencias codificantes cuya funcién aun
es desconocida, no se ha determinado cudl de ellos tiene un efecto mayor, pero existen varias

hipotesis que se exponen a continuacion (Hao et al., 2020).

En 2016, Rawat y colaboradores propusieron que el gen con efecto mayor se corresponde
con el de una secuencia codificante similar a la del gen que codifica la toxina formadora de
poro, siendo denominada por ello como gen Pft. Esta hipotesis ha sido refutada, pues dicho gen

ha sido identificado en numerosos cultivares susceptibles al FHB (He ef al., 2018).

La reciente clonacion exitosa del Fhbl ha permitido su estudio exhaustivo y fruto de ello
se ha propuesto como factor clave de la resistencia a la proteina de union a calcio rica en cisteina
(HRC), un polipéptido nuclear de sefializacion (Lagudah y Krattinger, 2019). Dicha proteina es
codificada por un gen adyacente al Pft, el gen His, el cual ha sufrido una delecion de unas 800
pares de bases (pb) con respecto a su alelo plesiomorfico, existiendo actualmente dos hipotesis

acerca de su funcion (Lagudah y Krattinger, 2019; Hao et al., 2020; Zhu et al., 2020).
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Li y colaboradores han propuesto que dicho alelo apomorfico es de cardcter dominante
negativo, pues concluyen que su presencia otorga a Fhbl una nueva funcién que genera la
resistencia frente al FHB, ya que observaron que la delecion controlada del alelo His de los
cultivares susceptibles provoca un aumento de la resistencia ligada a un incremento de los

niveles de HRC (Li et al., 2019a).

Su y colaboradores en cambio, concluyen que la resistencia al FHB es fruto de una
pérdida de funcién del FhbI como consecuencia de la delecion del gen His, pues observaron
que, al silenciar el alelo His de los cultivares susceptibles, se produce una disminucion de los

niveles de HRC, y con ello una reduccion del dafio de F. graminearum (Su et al., 2019).

Esta discrepancia tan rotunda en la funcion del gen His ha sido tratada por Lagudah y
Kraitting en el afio 2019, los cuales propusieron un nexo conciliador entre ambas hipotesis
basado en un efecto dominante negativo. Parten del hecho de que en el trigo hexaploide hay
otros dos genes His similares al del Fhbl, uno en el cromosoma 3A (His-34) y otro en el
cromosoma 3D (His-3D), por lo que, segun ellos, es posible que las proteinas codificadas por
estos tres genes actien de manera conjunta al combinarse para formar una proteina
heteromultimérica, la cual es reclutada por F. graminearum para estabilizar la infeccion y
aumentar la patogenicidad. En base a esto, Lagudah y Kraitting concluyen que el gen His
apomorfico del FHBI codifica una proteina que tiene la capacidad de unirse a las proteinas de
His-34 y/o His-3D, bloqueando el sitio catalitico o inactivando el complejo heteromultimérico,
evitando de esta forma su uso por parte de F. graminearum, disminuyendo su patogenicidad.
En conclusion, el locus Fhb1 forma parte de una compleja red génica en la que estan implicados

genes ajenos a dicha region (Hao ef al., 2020).

Aunque se han desarrollado multiples variedades altamente resistentes al FHB mediante
la introgresion de FhbI por fitomejoramiento tradicional, también se produce el arrastre de
genes indeseados que disminuyen la productividad o dan lugar a otros caracteres
contraproducentes (Stokstad, 2020; Zhu et al., 2020). Esclarecer las redes génicas en las que
estd implicada esta region debe ser tarea prioritaria, pues con ello se determinarian los genes
esenciales de dicha resistencia que permitiria el desarrollo de casetes génicos que confiriesen

una mayor resistencia especifica frente al FHB (Hao et al., 2020).
4.7.2.1.4.1.2. Locus Fhb7

El locus Fhb7 fue descubierto por primera vez en el cromosoma 7B de la especie

Thinopyrum ponticum, una graminea silvestre (Guo et al., 2015). Dicho locus codifica para una
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glutationa-S-transferasa, la cual detoxifica el DON, y otras micotoxinas, al insertarlas un
glutation en el carbono 13, confiriendo de esta forma resistencia a varios hongos (Wang et al.,
2020). Dicho gen es exclusivo del género Thinopyrum dentro del reino vegetal, pues solo se
encuentra en animales y hongos, por lo cual se cree que su presencia en este grupo de plantas
se debe a un fenémeno de transferencia horizontal desde el hongo endofitico Epichloé

aotearoae, pues sus secuencias codificantes presentan un 97% de similitud (Stokstad, 2020).

Este mismo afio, un grupo de investigacion chino ha conseguido clonar e integrar de
manera estable en la region distal del cromosoma 7D de T. aestivum el locus Fhb7 presente en
el cromosoma 7E de la especie Thinopyrum elongatum. Las plantas resultantes tras la
introgresion presentaban una resistencia al FHB ligeramente superior a la ofrecida por Fhbl,
tanto en condiciones in vitro, como ex vitro, sin tener ningun efecto adverso sobre el

rendimiento del grano (Wang et al., 2020).

Este cultivar sera comercializado en los proximos afios y se cree que en el futuro se podra
desarrollar variedades portadoras de los loci Fhbl y Fhb7, pues los primeros indicios que se

estan obteniendo son muy prometedores (Stokstad, 2020).
4.7.2.1.4.2. Segunda estrategia: ARN interferente

El silenciamiento génico inducido por la planta huésped, es otra de las lineas de mejora
genética prometedoras para el desarrollo de trigos resistentes al FHB (Koch et al., 2018;
Kamran Khan et al., 2020; Koch et al., en prensa). Consiste en un mecanismo de silenciamiento
génico postranscripcional basado en la inactivacion del ARN mensajero (ARNm) mediante un
ARN interferente (ARN1) producido por la propia planta, el cual se une por complementariedad
a dicho ARNm, marcandolo para su degradacion, inhibiendo de manera indirecta la expresion

del gen que lo codifica (Duba et al., 2018).

En 2013, Koch y colaboradores disefiaron el gen CYP3-dsRNA mediante ingenieria
genética, a partir de los genes CYP51-A, CYP51-B'y CYP51-C de F. graminearun, los cuales
codifican para la enzima lanosterol-140-desmetilasa, una enzima del citocromo P450 implicada
en la sintesis del ergosterol, componente esencial de la pared celular de los hongos. Dicho gen
CYP3-dsRNA codifica para un ARNds (ARN bicatenario) de 791 pb, un ARNi que acta
inhibiendo los genes fungicos CYP51, como se observa en la Figura 2, provocando el colapso
del hongo. Fue transferido mediante técnicas transgénicas a Arabidopsis thaliana (L.), Heynh
y Hordeum vulgare L., observandose una disminucion de entre el 70-80% de la patogenicidad

de F. graminearum, tanto en condiciones in vitro como ex vitro (Koch et al., 2013).
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En 2016, Koch y colaboradores observaron que la aplicacion pulverizada de estos ARNds
sobre plantas de trigo disminuia también el efecto del FHB, pues este es captado del medio por
el hongo, procesandolo posteriormente hasta el ARNi monocatenario mediante la enzima
FgDCL1, una ribonucleasa de la familia “Dicer-like-1" codificada por el gen FgDCLI, tal y
como se observa en la Figura 2. Esto abri6 la puerta al desarrollo del silenciamiento de genes
inducido por pulverizacion, un método basado en fungicidas de ARNds, los cuales presentan
una mayor efectividad y especificidad que los fungicidas clasicos, y una menor toxicidad (Koch

et al., en prensa).
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Figura 2. Representacion esquematica general de la interaccion entre la célula fingica y la célula vegetal
transgénica portadora del gen CYP3-dsRNA. La célula vegetal, en respuesta a la micotoxina, inicia la
transcripcion del gen CYP3-dsRNA generandose el ARNds (ARN bicatenario), el cual es transferido de forma
pasiva a la célula fungica, donde tras convertirse en el ARNi (ARN interferente) por accion de la enzima
fungica FgCDLI, inhibe la expresion de los genes CYP51 al unirse a su ARNm (ARN mensajero).

En febrero de este mismo afio, Koch y colaboradores desarrollaron un gen CYP3-dsRNA
mas pequefio que codifica para un RNAds de 100 pb. Dicho transgén fue introducido en plantas
de A. thaliana proporcionando una resistencia similar a la del RNAds de 791 pb, lo cual,
sumado al conocimiento actual sobre el genoma del trigo, facilitara su introgresion estable.
Ademas, descubrieron que la transmision de los ARNds desde A. thaliana a F. graminearum
se llevaba a cabo mediante vesiculas extracelulares que eran depositadas sobre las superficies

de las hojas, tal y como se observa en la Figura 2 (Koch ef al., en prensa).
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Pese al impacto que supondria la integracion de este mecanismo en los trigos, las
restricciones sobre los OMG lo estdn menoscabando, pues los esfuerzos de los investigadores
se dirigen al desarrollo de fungicidas de ARNds para su aplicacion exogena, lo cual sigue
suponiendo una labor dependiente del agricultor y restringe su uso a los paises mads

desarrollados (Koch et al., 2016; Duba et al., 2018).

4.8. Estreses abioticos

Los estreses abidticos hacen referencia a cualquier condicion climatica o edafica del
entorno que resulta perjudicial para el desarrollo 6ptimo de un organismo, pues alteran la
fisiologia y morfologia de la planta causando enfermedades (Fang y Xiong, 2015). Los
organismos vegetales al ser inmoéviles estan sometidos a multiples tensiones abidticas, tales
como el estrés térmico, osmoético, mecanico, nutricional e hidrico, entre otros, provocando unas
pérdidas anuales en los cultivos de trigo de entorno al 29% (Daryanto et al., 2016). De todos
ellos, el estrés por sequia es el de mayor prevalencia y relevancia en los cultivos agricolas,
motivo por el cual este trabajo se centra en ¢l, exponiendo los avances mas prometedores de la
mejora genética vegetal en el desarrollo de cultivares de trigo con una tolerancia incrementada

a dicho estrés (Hu y Xiong, 2014).
4.8.1. Estrés por sequia

El estrés por sequia es debido a periodos climdticos de bajo nivel de precipitacion, donde
la disponibilidad de agua en el suelo es insuficiente y se produce un déficit hidrico en los tejidos
de la planta al presentar una tasa neta de pérdida de agua (Sallam et al., 2019). Esto provoca
alteraciones morfoldgicas, fisioldgicas y moleculares que resultan en una disminucion de la

productividad y del crecimiento de los cultivos (Fang y Xiong, 2015).
4.8.1.1. Contextualizacion

El trigo es un cultivo de secano, pues sus recursos hidricos proceden unicamente de las
precipitaciones estacionales, lo cual provoca que su rendimiento sea muy dependiente de las
condiciones ambientales del entorno (Fang y Xiong, 2015). Se estima que el estrés por sequia
afecta a mas de 65 millones de hectareas de trigo, provocando unas pérdidas anuales de entorno
al 21% en su productividad, siendo por tanto su estrés mas dafiino y cuya incidencia aumenta
cada afio debido al incremento de la frecuencia y la intensidad de los periodos de sequia ligados

al cambio climatico (Daryanto ef al., 2016; Sallam et al., 2019).
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Cabe afadir que, aunque en el cultivo de trigo sea minoritario, para determinadas
variedades y regiones concretas donde las precipitaciones son insuficientes, se hace uso de las
técnicas de riego para asegurar el aporte hidrico, lo cual supone para la totalidad de los cereales

un consumo de agua dulce del 27% (Hoekstra et al., 2012; Dunn et al., 2019).

Dado que el trigo es el cultivo mas extendido, resulta de vital importancia desarrollar
nuevas variedades con requerimientos hidricos menores, con el objetivo de asegurar la

produccion y reducir el consumo agricola de agua dulce en el futuro (Khan et al., 2019).
4.8.1.2. Fisiologia de la planta en respuesta al estrés por sequia

El estrés por sequia afecta a cualquier etapa del crecimiento y sus efectos dependen de su
duracion e intensidad (Sallam ez al., 2019). Dichos efectos van desde la disminucion de la tasa
de germinacidn, la inhibicion de la fotosintesis debido al cierre estomatico y la degradacion de
la clorofila por el estrés oxidativo, hasta el desequilibrio del potencial hidrico irreversible en
los casos mas extremos. Esto supone una reduccion del crecimiento vegetativo y un retraso o
supresion de la etapa reproductiva, lo cual en los cereales provoca una reducida o nula
productividad. En respuesta a ello, las plantas presentan diversos mecanismos de resistencia a
la sequia. Dichos mecanismos se basan en escapar de la sequia, recuperarse de la sequia, evitar
la sequia y tolerar la sequia, siendo estos dos ultimos los més eficientes (Lawlor, 2013; Hu y

Xiong, 2014; Fang y Xiong, 2015).

El mecanismo de escape de la sequia consiste en la sincronizacion del ciclo vital de la
planta con las condiciones ambientales, para evitar de esta manera su desarrollo en las
estaciones secas, mientras que la recuperacion de la sequia es la capacidad de reanudar el
crecimiento tras una sequia severa que paraliza el ciclo vital de la planta (Luo, 2010). Evitar la
sequia por su parte, permite paliar el déficit hidrico leve disminuyendo la pérdida de agua a
través del cierre de estomas, el enrollamiento foliar y la acumulacion de ceras epidérmicas, y
aumentando la captacion y el acopio de la misma mediante un mayor enraizamiento y numero
de vacuolas (Fang y Xiong, 2015). Por ultimo, la tolerancia a la sequia se basa en mecanismos
de caracter molecular que proporcionan a la planta una gran tolerancia a los déficits hidricos
severos mediante la sintesis de moléculas osmoprotectoras y enzimas antioxidantes, como las
catalasas o las peroxidasas, lo cual disminuye los dafios producidos por los estreses osmotico y
oxidativo ligados al déficit hidrico, pues mantiene el equilibrio osmético e inhiben las especies

reactivas de oxigeno (ROS) (Fang y Xiong, 2015; Sallam et al., 2019).
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4.8.1.3. Estrategias del fitomejoramiento

Los mecanismos citados anteriormente implican numerosos genes de compleja actuacion,
a lo cual hay que afiadirle el hecho de que un estrés suele llevar asociado consigo otros tipos de
estreses (Hu y Xiong, 2014). Comprender el funcionamiento de las redes génicas y moleculares
implicadas, asi como el descubrimiento de nuevos recursos genéticos, es de vital importancia
para el desarrollo de variedades con una resistencia a la sequia incrementada, siendo entendida
esta como un mantenimiento del rendimiento ante condiciones de déficit hidrico (Sallam ez al.,
2019). Actualmente, numerosos paises y asociaciones internacionales estan realizando grandes
esfuerzos para el desarrollo de nuevas variedades altamente tolerantes a la sequia, haciendo
usos de las técnicas de edicion genética y transgénesis, pero ninguna de ellas ha llegado al

mercado todavia (Ayala et al., 2019).

A continuacion, se expondran las lineas actuales de fitomejoramiento mas prometedoras.
La mayoria de ellas se basan en la modificacién o introgresion transgénica de factores de
transcripcion, pues es la manera mas sencilla de abordar esta problematica, ya que la alteracion
de solo uno de ellos afecta a todos los genes de accion coordinada implicados en la respuesta a
un determinado estimulo, en este caso el estrés por sequia (Guérin et al., 2019; Mao et al.,
2020). Cabe destacar que, la mayoria de los avances realizados solo han sido testados en
condiciones de cultivos controladas, en invernaderos, por lo que algunos autores consideran
que pueden no ser suficientes en campo e incluso ir en detrimento del rendimiento del propio

cultivo (Dunn et al., 2019; Khan et al., 2019).
4.8.1.3.1. Primera estrategia: reduccion de la densidad estomatica

Los estomas son aberturas epidérmicas que regulan el intercambio gaseoso y la
transpiracion (Facette y Smith, 2012). A través de ellos se obtiene el dioxido de carbono (CO»)
necesario para la produccion fotosintética de materia organica, y se genera el potencial hidrico
que permite la absorcion radicular de agua y los solutos en ella disuelta (Dunn et al., 2019;

Sallam et al., 2019).

La formacién de estomas en Arabidopsis thaliana ha sido muy estudiada, y se sabe que
los factores de transcripcion del motivo hélice-bucle-hélice (bHLH), como los SPEECHLESS,
MUTE, FAMA y SCRM/SCRM2, regulan la diferenciacion de las células estomaticas. Dichos
factores de transcripcion estan bajo control de la triple quinasa activada por mitdégeno, regulada

a su vez por la disponibilidad de luz y COz, y por la familia génica de los factores del patron
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epidérmico (EPF), dentro de los cuales se incluyen los reguladores negativos EPF1 y EPF2, y
los reguladores positivos EPFL9/STOMAGEN (Zoulias et al., 2018).

Mediante un analisis de ligamiento entre el genoma del trigo y las secuencias conocidas
EPF de A. thaliana, se han conseguido identificar en el trigo tres genes similares a EPFI
(TaEPF1A4, TaEPFIB y TaEPFID) y tres similares a EPF2 (TaEPF24, TaEPF2B y
TaEPF2D). Mediante ensayos posteriores, se determin6d que el gen TaEPF 1B, localizado en el
cromosoma B, es el que presenta un efecto mayor, y por ello fue introducido mediante A.
tumefaciens en embriones de 7. aestivum cultivados in vitro. Las plantas transgénicas
resultantes presentaban una resistencia acrecentada a la sequia, pues la reduccion del 50% de la
densidad estomatica en las hojas supuso un aumento en la eficiencia del uso del agua, al
disminuir la transpiracion y mantener rendimientos idénticos a los trigos no transformados

(Dunn et al., 2019).
4.8.1.3.2. Segunda estrategia: factores de transcripcion NAC

Las proteinas NAC constituyen una amplia familia de factores de transcripcion
implicados en el desarrollo de la planta y en las respuestas a multiples estreses biodticos y
abidticos (Saad et al., 2013; Shao et al., 2015; Mao et al., 2020). Dicha familia esta constituida
por proteinas que contienen el dominio de uniéon a ADN denominado dominio NAC, el cual
estd presente en tres grupos de proteinas cuya letra inicial dan nombre a esta familia, las
proteinas NAM (“no apical mesritem”), ATAF-1,2 (factor de activacion de Arabidopsis
thaliana) y CU2 (“cup-shaped cotyledon”) (Saad et al., 2013).

El trigo presenta una enorme diversidad de este tipo de factores ligados al estrés por
sequia (Saad et al., 2013; Guérin et al., 2019). Su implicacion en la mejora se basa, o bien en
la optimizacion de los promotores de los genes que los codifican, haciéndoles mas sensibles al
acido abscisico, una fitohormona implicada en diversos estreses abiodticos, o bien en la
integraciéon de un promotor constitutivo (Guérin et al., 2019; Sallam et al, 2019). Su
sobreexpresion provoca el aumento de las proteinas de los genes a los que controla, las cuales
estan involucradas en las vias de sefializacion del acido abscisico, incrementandose de esta

manera la sensibilidad celular a dicha fitohormona (Saad et al., 2013; Mao et al., 2020).

De la enorme diversidad de proteinas NAC existentes, destacan los programas de mejora
genética focalizados en el TaNAC69 y en el TaSNACS-6A4 (Khan et al., 2019; Mao et al., 2020).
Tras su identificacion en landraceas altamente resistentes a la sequia, sus genes fueron aislados

e introducidos mediante A. tumefaciens en cultivares ¢lites junto con promotores,
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interespecificos u optimizados, que provocaban su sobreexpresion (Xue et al., 2011a; Mao et
al., 2020). Otro de los enfoques prometedores es la introgresion interespecifica de genes NAC,
como el gen SNACI del arroz, el cual fue transferido con éxito al trigo junto con el promotor

ubiquitina de maiz (Saad et al., 2013).

Ante condiciones de sequia, las plantas transgénicas resultantes presentan un incremento
en los niveles de auxinas y en su transporte polar hacia las raices, dando lugar a una mayor
captacion de agua debido al desarrollo del sistema radicular. También se produce una
disminucioén del area foliar, y consecuentemente del niimero de estomas, y un incremento en la
intensidad de su cierre, lo cual se traduce en una menor tasa de transpiracion, pero que no
supone una disminucion del rendimiento debido al aumento del contenido en clorofila y de la
movilizacion de nutrientes a las semillas. Ademads, se produce un aumento en las sintesis de
enzimas oxidativas y moléculas osmoprotectoras, incrementandose la tolerancia a los estreses

osmotico y oxidativo (Xue et al., 2011a; Saad et al., 2013; Mao et al., 2020).
4.8.1.3.3. Tercera estrategia: factor de transcripcion TaWRKY2

La proteina TaWRKY?2 es un factor de transcripcion que fue identificado en la variedad
Xifeng20, un trigo con alta tolerancia a la sequia, el cual pertenece a la amplia familia WRKY,

caracterizada por la presencia del dominio de unién a ADN “W” (Khan et al., 2019).

El gen que codifica para dicho factor de transcripcion, fue transferido junto con un
promotor de ubiquitina mediante Agrobacterium al cultivar élite Fielder, dando lugar a trigos
transgénicos que ante condiciones de sequia presentan niveles incrementados de TaWRKY2,
proporcionando una tolerancia aumentada a dicho estrés debido a que este factor activa la
expresion de varios genes relacionados con los estreses abioticos, tales como los genes DREB]
y DREB3, los cuales codifican para unos factores de transcripcion denominados elementos de
unidon en respuesta a la deshidratacion; el gen GS76, que codifica para una glutation-S-
transferasa, la cual elimina las ROS; el gen ERF5a, que codifica para factores de respuesta a
etileno; el gen TIP2, que codifica para las proteinas intrinsecas del tonoplasto, regulando la
salida o entrada de agua y solutos de la vacuola; y el gen que codifica para el factor de
transcripcion WRKY19. Esto confiere al trigo modificado una mayor tolerancia, no solo al
déficit hidrico, sino también a los estreses osmotico y oxidativo asociados (Niu ef al., 2012;

Gao et al., 2018).

Ademas, también se observo un aumento en el contenido de clorofila, prolina y azicar, y

un incremento del rendimiento, pues ante condiciones de sequia prolongada dicho trigo
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transgénico era capaz de proseguir con el ciclo vital, sin inhibir ni el espigado, ni la antesis, lo
cual en el trigo control si tuvo lugar. Cabe destacar que, ante condiciones normales, se observo
una mayor longitud de panicula, mas granos por espiga y mayor biomasa aérea, lo cual indica

que dicho factor proporciona un efecto aditivo para el rendimiento. (Gao et al., 2018).
4.8.1.3.4. Cuarta estrategia: tecnologia HB4

La tecnologia HB4 consiste en la transgénesis del gen HaHB4 (Helianthus annuus
homeobox 4), un gen del girasol (Helianthus annuus L.) que codifica para un factor de
transcripcion perteneciente a la familia de las cremalleras homeodominio-leucina I, una amplia
familia de factores de uniéon a ADN implicados en la tolerancia a los estreses abioticos (Arce et

al.,2011; Gonzalez et al., 2019).

El girasol es un cultivo muy tolerante a la sequia, por lo que ha sido muy estudiado con
el objetivo de entender sus mecanismos, descubriéndose por ello el gen HaHB4 (Arce et al.,
2011). Dicho gen fue clonado, y como consecuencia sufri6 una serie de mutaciones que dieron
lugar al gen HaHB4.2, el cual tras analisis posteriores fue determinado como el mas apto para
la transgénesis y fue introducido en el plasmido pIND-HB4, junto con un promotor de
ubiquitina de maiz (Zea mays L.) y el terminador nopalina sintasa de 4. tumefaciens. Dicho
plasmido, fue transferido mediante biobalistica al cultivar Cadenza junto con el plasmido
PIND4-Bar, similar al anterior, pero en vez del gen HB4, portaba el gen selectivo Bar de
Streptomyces hygroscopicus, el cual codifica para la enzima fosfinotricina-N-acetil transferasa,

capaz de inhibir el efecto del herbicida glufosinato de amonio (Gonzalez et al., 2019).

El trigo transgénico resultante, denominado IND-@@412-7 (trigo HB4®), presenta una
mayor eficiencia en el uso del agua, lo cual le otorga una gran tolerancia a la sequia y un
aumento del rendimiento debido al incremento del numero de granos (Gonzalez et al., 2019).
También muestra un fenotipo con alta tolerancia a la salinidad y al dafio producido por los
animales herbivoros, ademas de resistencia al herbicida antes mencionado (Ayala et al., 2019).
Dicho cultivar transgénico se encuentra en una fase muy avanzada, pues ya ha sido testado en
ensayos de campo en Argentina, y actualmente esta siendo evaluado en Espafia (Comision
Nacional de Bioseguridad, 2017). También se ha llevado a cabo el examen de su composicion
nutricional, observandose que es equivalente a la del trigo no transgénico y que no presenta
ningun compuesto que atafie riesgo para la salud. Esta variedad transgénica se cree que en un
par de anos pueda llegar al mercado, siendo por tanto la primera variedad de trigo altamente

tolerante a la sequia (Ayala et al., 2019).
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5. Conclusiones

Ante el aumento de la poblaciéon mundial, incrementar la productividad del trigo es una
tarea primordial, pues se trata del cereal més consumido y el principal alimento para una gran
parte de la poblacion mundial. Este aumento del rendimiento se debe conseguir mediante el
empleo de la mejora genética vegetal, desarrollandose variedades mas resistentes a los estreses
bidticos y abioticos a los que estd sometido el cultivo, pues estos son causantes de pérdidas

millonarias a nivel mundial cada afio en términos de productividad.

Actualmente se estan produciendo grandes avances con este objetivo, pero la mayoria de
ellos se basan en la metodologia de la mejora genética tradicional, la cual presenta ciertas
limitaciones que hacen que su potencial sea menor que el de la mejora molecular avanzada,
pues pese al desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante, las herramientas de edicion
génica y las técnicas de transgénesis, que permiten el uso de una mayor amplitud de recursos
genéticos y la generacion de variedades mas optimas debido a su alta precision, hoy en dia es
muy poco empleada como consecuencia de las restricciones legislativas presentes en la mayoria
de los paises, y al rechazo social hacia los OMG. Con el objetivo de alcanzar una produccion
de trigo suficiente para suplir la demanda mundial futura, se hace necesario el aumento del
conocimiento acerca del genoma que presenta, asi como sus complejas redes génicas, y el
empleo de las herramientas genéticas avanzadas. Para ello, se debe producir una modificacion
de la legislacion existente que permita el cultivo de las variedades transgénicas en la agricultura,
siendo erradicadas de esta manera las trabas burocraticas y potenciando que tanto el sector

publico como el privado apliquen dicha tecnologia al volverse econdmicamente rentable.

Otro aspecto importante es la brecha socioecondmica entre los paises desarrollados y
subdesarrollados, pues en estos ltimos la agricultura es una actividad econdmica primordial y
socialmente esencial, pero carecen de la capacidad para realizar investigaciones que involucren
esta tecnologia. Por ello, los investigadores de los paises desarrollados deben empatizar con su
situacion, desarrollando las variedades transgénicas necesarias en sus territorios y hacer en la

medida de lo posible que su acceso sea libre.
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