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DESCRIPCION
Muestreo de embriones para analisis molecular
Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere a métodos para muestrear embriones aislados para identificar embriones que
pueden convertirse en plantas que tienen caracteristicas deseables.

Antecedentes de la invencion

En la reproduccién tradicional de plantas, se plantan generaciones de plantas con base en cruces conocidos o
autopolinizaciones y luego se prueban para observar si las lineas o variedades se mueven hacia caracteristicas que
son deseables en el mercado. Como puede apreciarse y como es bien conocido en la técnica, estos experimentos
pueden ser a escala masiva. Implican una enorme fuerza laboral que va desde cientificos hasta personal de campo
para disefar, plantar, mantener y realizar los experimentos, que pueden involucrar a miles o decenas de miles de
plantas individuales. También requieren importantes recursos de tierra. Las parcelas o los invernaderos pueden
ocupar miles de acres de tierra. Esto no solo bloquea grandes cantidades de tierra durante meses, mientras que las
plantas germinan, crecen y producen semillas, tiempo durante el cual se pueden tomar muestras para pruebas de
laboratorio o de campo, sino que las cantidades masivas de semillas se deben etiquetar, cosechar y procesar
individualmente.

Una complicacion adicional es que gran parte de la experimentacion no sirve para nada. Se ha informado en la
literatura que algunas compafiias de semillas descartan el 80-90% de las plantas en cualquier generacion al
principio del experimento. Por lo tanto, gran parte de la tierra, la mano de obra y los recursos materiales utilizados
para el cultivo, la cosecha y el procesamiento poscosecha se desperdician para un gran porcentaje de la semilla.

Las presiones de tiempo también son un factor. Los avances significativos en la reproduccion de plantas han
ejercido mas presion sobre los programas de reproduccion de plantas para avanzar mas rapidamente en las lineas o
variedades de plantas para obtener mas y mejores rasgos y caracteristicas. Los fitomejoradores y los trabajadores
asociados estan, por lo tanto, bajo una presion creciente para procesar estas generaciones de manera mas eficiente
y efectiva y para hacer mas y mas tempranas selecciones de plantas que deberian continuar en la préxima
generacion de reproduccion de plantas.

Una serie de practicas utilizadas actualmente han acelerado las ganancias producidas por la reproduccion de
plantas con ahorros de costes considerables. Por ejemplo, los protocolos para crear haploides duplicados han
eliminado la necesidad de afios de autofecundacion y evaluaciones posteriores para lograr plantas homocigotas.
Ademas, el poder de los datos de marcadores genéticos, y la facilidad de obtenerlos, ha permitido que las plantas
que no contienen las caracteristicas deseadas sean eliminadas de la poblacion antes del gasto de recursos
significativos. Ademas, las practicas recientes han utilizado pruebas de laboratorio en la etapa de semilla, a menudo
denominadas "astillado de grano" o "astillado de semilla", en la que la semilla se prueba de forma no destructiva
para obtener informaciéon genética, bioquimica o fenotipica (Sangtong, V. et al., (2001) Plant Molecular Biology
Reporter 19: 151-158). La prueba de semillas evita la necesidad de cultivar semillas en plantas inmaduras, lo que
ahorra tiempo, espacio y esfuerzo.

El documento WO 2007/103786 describe métodos para facilitar las actividades de mejora de germoplasma mediante
el uso de muestreo no destructivo de semillas de alto rendimiento.

El documento WO 2012/143696 describe un método para seleccionar material vegetal propagable de ploidia atipica
mediante el muestreo del endospermo de semillas o plantulas individuales sin dafiar el embrién y seleccionando los
individuos en los que la ploidia del endospermo es anormal.

Sin embargo, todavia hay mejoras que se pueden hacer. En particular, existe la necesidad de métodos para
caracterizar molecularmente a los embriones incluso tempranamente en el desarrollo, particularmente como parte
del proceso haploide duplicado u otros procesos que utilizan técnicas de rescate de embriones.

Sumario de la invencién

La presente descripcion se refiere a métodos para facilitar las actividades de mejora de la planta mediante el uso de
muestreo de embriones. A través del proceso descrito en este documento, es posible probar embriones aislados
individuales y seleccionar solo aquellos embriones que pueden convertirse en plantas que poseen una o mas
caracteristicas deseadas. Esto permite métodos nuevos y mas eficientes para la mejora y el manejo de las plantas,
que conducen a mejores poblaciones de reproduccion de plantas.

En el presente documento se proporcionan métodos para analizar un embrion aislado de una planta
monocotiledénea. En tales métodos, se extrae un trozo de tejido de escutelo de un embrién inmaduro aislado, en el
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que dicha escisién no causa una reduccién significativa en el potencial de germinacion del embrién. Los acidos
nucleicos extraidos de el trozo de tejido de escutelo se analizan, opcionalmente después de la amplificacion, para
detectar la presencia o ausencia de una o mas caracteristicas indicativas de al menos un rasgo genético. El embrién
aislado es viable y puede germinar en una planta después de que se corta dicho trozo de tejido de escutelo.

El embrion aislado puede ser de maiz, sorgo, trigo, arroz, cebada, avena, centeno, mijo, cafia de azucar, triticale o
pasto varilla. EI embrién aislado puede obtenerse directamente de una semilla, o puede derivarse de otros tejidos. El
embrién aislado puede ser fresco o enfriado. El embrién aislado puede ser de cualquier ploidia, tal como, por
ejemplo, un haploide, diploide, haploide duplicado, aneuploidia, tetraploide, hexaploide u octaploide.

El trozo de tejido de escutelo cortado del embrion aislado puede ser liofilizado, fresco, congelado o enfriado después
del muestreo.

El trozo de tejido de escutelo puede ser igual o mayor que un solo nucleo.

La escision del tejido de escutelo puede ocurrir por cualquier medio conocido en la técnica, como por ejemplo: una
broca, un chorro de agua, un laser, una sola cuchilla, un juego de cuchillas opuestas, una jeringa, un muestreador de
nucleos (herramienta de extraccidon de nucleos), un bisturi, un alambre de diametro pequefo, un cable de alambre
texturizado de didmetro pequefio, una espatula y un hisopo. La escision puede realizarse manualmente o mediante
un proceso automatizado.

El embrién aislado puede colocarse con el meristemo hacia abajo en el que el trozo se corta del extremo opuesto del
meristemo. El posicionamiento se puede realizar manualmente o de manera automatizada mediante movimiento
mecanico, puesta en accion, etc. La automatizacion puede incluir el uso de robdtica, sistemas de vision o una
combinacion de ambos.

El trozo de tejido de escutelo puede analizarse para una o mas caracteristicas seleccionadas del grupo que consiste
en: un marcador genético, un polimorfismo de un solo nucleétido, una repeticion de secuencia simple, un
polimorfismo de longitud de fragmento de restriccién, un haplotipo, una etiqueta SNP, un alelo de un marcador
genético, un gen, una secuencia derivada de ADN, una secuencia derivada de ARN, un promotor, una regién no
traducida 5' de un gen, una regién no traducida 3' de un gen, microARN, ARNpi, un QTL, un marcador satélite, un
transgén, ARNm, ARNm bicatenario, un perfil transcripcional, un patron de metilacion y nivel de ploidia.

Se describen también métodos para analizar un embrién aislado de una planta dicotiledénea. En tales métodos, se
extrae un trozo de tejido de cotiledon de un embrién aislado, en el que dicha escision no causa una reduccién
significativa en el potencial de germinacién del embrién. El trozo de tejido de cotileddn se analiza luego para detectar
la presencia o ausencia de una o mas caracteristicas indicativas de al menos un rasgo genético.

El embrién aislado puede ser inmaduro y puede ser de canola, soja, girasol, alfalfa o algodon. El embrion aislado
puede obtenerse directamente de una semilla, o puede derivarse de otros tejidos. El embrién aislado puede ser
fresco o enfriado. El embrién aislado es viable y puede germinar en una planta después de que se corta dicho trozo
de tejido de cotiledén. ElI embridn aislado puede ser de cualquier ploidia, tal como, por ejemplo, un haploide,
diploide, haploide duplicado, aneuploidia, tetraploide, hexaploide u octaploide.

El trozo de tejido de cotileddon cortado del embrion aislado puede ser liofilizado, fresco, congelado o enfriado
después del muestreo.

El trozo de tejido de cotileddn puede ser igual o mayor que un solo nucleo.

La escision del tejido de cotiledén puede ocurrir por cualquier medio conocido en la técnica, tal como, por ejemplo:
una broca, un chorro de agua, un laser, una sola cuchilla, un conjunto de cuchillas opuestas, una jeringa, un
muestreador de nucleos (herramienta de extraccién de nucleos), un bisturi, un alambre de diametro pequefio, un
cable de alambre texturizado de didmetro pequefio, una espéatula y un hisopo. La escision puede realizarse
manualmente o mediante un proceso automatizado.

El trozo de tejido de cotiledon puede analizarse para una o mas caracteristicas seleccionadas del grupo que consiste
en: un marcador genético, un polimorfismo de un solo nucledtido, una repeticion de secuencia simple, un
polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion, un haplotipo, una etiqueta SNP, un alelo de un marcador
genético, un gen, una secuencia derivada de ADN, una secuencia derivada de ARN, un promotor, una regién no
traducida 5' de un gen, una region no traducida 3' de un gen, microARN, ARNpi, un QTL, un marcador satélite, un
transgén, ARNm, ARNm bicatenario, un perfil transcripcional, un patréon de metilacién y nivel de ploidia.

Descripcion detallada

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "uno, una" y
"el, la" incluyen una referencia plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por
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ejemplo, la referencia a "una planta" incluye una pluralidad de tales plantas, la referencia a "una célula" incluye una o
mas células y equivalentes de las mismas conocidas por los expertos en la materia, y asi sucesivamente.

Como se usa en el presente documento:
"Callo" se refiere a una masa proliferativa desdiferenciada de células o tejidos.

Las expresiones "en contacto”, "entra en contacto con" o "puesto en contacto con" pueden usarse para significar
"contacto directo”" o "contacto indirecto". Por ejemplo, el medio que comprende un agente de duplicacién puede tener
contacto directo con la célula haploide o el medio que comprende el agente de duplicacién puede separarse de la
célula haploide mediante papel de filtro, tejidos vegetales u otras células, por lo que el agente de duplicacion se
transfiere a través del papel filtro o células a la célula haploide.

Una planta "diploide" tiene dos conjuntos (genomas) de cromosomas y el numero de cromosomas (2n) es igual al del
cigoto.

Un "haploide duplicado" o planta o célula haploide duplicada es aquella que se desarrolla duplicando un conjunto de
cromosomas haploides. Una planta o semilla que se obtiene de una planta haploide duplicada que es autofecundada
en cualquier nimero de generaciones aun puede identificarse como una planta haploide duplicada. Una planta
haploide duplicada se considera una planta homocigota. Se considera que una planta es un haploide duplicado si es
fértil, incluso si toda la parte vegetativa de la planta no consiste en las células con el conjunto de cromosomas
duplicado. Por ejemplo, una planta se considerara una planta haploide duplicada si contiene gametos viables,
incluso si es quimérica.

Un "embrion haploide duplicado” es un embrién que tiene una o mas células que contienen 2 conjuntos de
cromosomas homocigotos.

La "embriogénesis" puede definirse como el proceso de iniciacion, proliferacion y/o desarrollo del embrion.

"Embriogénico", en el contexto de células o tejidos, significa que las células o tejidos pueden ser inducidos a formar
embriones de plantas viables en condiciones de cultivo apropiadas.

La "germinacién" se refiere al proceso de desarrollo del embrion de una semilla en una planta. La germinacién puede
ocurrir in vitro o in vivo.

El "potencial de germinacion” se puede definir como la capacidad de un embrién para completar la germinacion. La
frase "sin una reduccién significativa en el potencial de germinacion” se refiere al hecho de que se desarrollara una
planta normal. Una planta normal se puede definir como una que puede establecer semillas con éxito.

Una planta "haploide" tiene un conjunto Unico (genoma) de cromosomas y el nimero de cromosomas (n) es igual al
del gameto.

Un "embridn aislado" es un embridon que no esta asociado con una semilla. Esto puede ocurrir debido a la
eliminacion de un embrion de una semilla o porque el embrion se deriva de otros tejidos a través de la
embriogénesis somatica o gamética (microspora).

Un embrion "maduro” se refiere a un embrién que ha completado la embriogénesis en el que dicho embrién maduro
esta deshidratado y metabdlicamente inactivo. Un embrién "inmaduro” se refiere a un embrion desde el inicio de la
division del 6vulo hasta el final de la embriogénesis.

El término "embridn somatico maduro" se refiere a un embrién completamente desarrollado derivado de tejido
somatico, con evidencia de apices de raiz y brote y que exhibe una estructura bipolar. En las monocotiledoneas, el
embrién somético maduro tendra un escutelo.

El término "medio" incluye compuestos en estado liquido, gaseoso o sélido.

Los términos "monocotiledénea” y "planta monocotiledénea" se usan indistintamente en este documento.

Los términos "dicotileddnea" y "planta dicotileddnea" se usan indistintamente en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "planta" incluye referencias a plantas enteras, 6rganos de
plantas (por ejemplo, hojas, tallos, raices, etc.), semillas y células vegetales y la progenie de las mismas. "Célula

vegetal", como se usa en el presente documento, incluye, sin limitacion, semillas, cultivos en suspension, embriones,
regiones meristematicas, tejido calloso, hojas, raices, brotes, gametofitos, esporofitos, polen y microsporas.
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El término "embridén somatico primario" se refiere a un embrién somatico que se origina en tejidos distintos de los de
otro embrién somatico. Por "embridon somatico" se entiende un embrién formado in vitro a partir de células somaticas
o células embriogénicas por divisién celular mitética.

"Muestreo de escutelo" se refiere a la escision de una porcion escutelar de un embridn.
El "muestreo de cotiledones" se refiere a la escision de una porcion de cotiledones de un embrién.

El término "embriogénesis somatica" se refiere al proceso de iniciacion y desarrollo de embriones in vitro a partir de
células y tejidos vegetales sin reproduccion sexual.

Pasando ahora a la divulgacion:

El muestreo de embriones permite la caracterizacion molecular al inicio del desarrollo de la planta, permitiendo que
la seleccion de un genotipo deseado se realice semanas, incluso meses antes que otros métodos de muestreo,
actualmente empleados. En consecuencia, los recursos pueden enfocarse primero en embriones que tienen la
mayor probabilidad de convertirse en plantas deseables.

El escutelo es el cotiledon modificado de plantas de la familia Poaceae, una gran familia de plantas con flores
monocotiledéneas. Es una estructura en forma de escudo que rodea el eje embrionario y tiene diversas funciones.
Durante la formacion de la semilla, el escutelo actia como un o6rgano de almacenamiento que acumula
principalmente lipidos, pero también proteinas y almidén. Luego, durante la germinacion, el escutelo secreta tanto
hormonas que inducen la produccion de enzimas hidroliticas en la capa de aleurona como enzimas que ayudan a la
digestion de las reservas de endospermo. Ademas, el escutelo también transporta los nutrientes digeridos desde el
endospermo al eje embrionario.

El escutelo tiene una alta densidad celular y, por lo tanto, mas nucleos por unidad de tejido en comparacion con el
tejido de la hoja, lo que da como resultado una mayor concentracion de ADN. La alta densidad de ADN hace que el
tejido del escutelo sea una excelente fuente para la extraccion de ADN genémico; sin embargo, los esfuerzos
anteriores no se han centrado en el tejido del escutelo como fuente de muestreo porque se pensoé que la eliminacion
de una parte del escutelo tendria graves consecuencias en el desarrollo del embrion.

Se proporcionan métodos para analizar un embrién de una planta monocotileddnea, en los que se extrae o se corta
un trozo de tejido de escutelo del embrién inmaduro aislado. Los cotiledones de embriones aislados de plantas
dicotiledéneas también se pueden muestrear de manera similar. Como tal, los métodos de analisis de un embriéon de
una planta dicotiledonea también se describen en el presente documento, en los que se extrae o se corta un trozo
de tejido de cotiledén del embridn aislado.

Cuando se corta un trozo de tejido de escutelo o cotiledon de un embrién aislado, se debe tener cuidado de eliminar
el tejido sin dafar las regiones meristematicas del embrion. Esto permitira que el embrién continte desarrollandose,
con una interrupciéon minima, en una planta normal (es decir, el embridn no tiene una reduccion significativa en el
potencial de germinacion).

Los métodos de la divulgacion actual pueden comprender ademas tratar los embriones muestreados para mantener
el potencial de germinacion. Tal tratamiento generalmente puede incluir cualquier medio conocido en la técnica para
proteger un embrién, o una planta o plantula derivada de un embridn, de las condiciones ambientales durante el
almacenamiento o el transporte. Por ejemplo, los embriones muestreados pueden tratarse con un polimero y/o un
fungicida para proteger el embrién muestreado durante el almacenamiento o el transporte.

Los métodos de la divulgacion actual pueden comprender ademas unir un identificador al receptaculo que contiene
la muestra, asi como al receptaculo que contiene el embrién aislado del que se extrajo la muestra. Esto mantiene la
identidad de la muestra y el embridn, lo que les permite realizar un seguimiento adecuado de manera que la muestra
siempre esté asociada con el embrién del que se extrajo. El identificador puede ser un cédigo de barras o una
etiqueta impresa.

En los métodos de la divulgacién, una muestra puede ser cortada o removida de un embriéon inmaduro aislado de
una planta monocotiledénea en la que dicha muestra es un trozo de tejido de escutelo. La planta monocotiledénea
puede ser, entre otras, maiz, sorgo, trigo, arroz, cebada, avena, centeno, mijo, cafia de azucar, triticale o pasto
varilla.

El embrion aislado se puede obtener de una semilla (es decir, embriogénesis cigotica) o se puede "derivar de otros
tejidos" a través de la embriogénesis somatica o gamética (microsporas). La embriogénesis somatica se relaciona
con la embriogénesis que surge de las células somaticas (es decir, células vegetativas o no gaméticas), es decir, de
explantes somaticos aislados, mientras que la embriogénesis gamética se relaciona con la embriogénesis que surge
de las células gaméticas (es decir, microsporas). Dado que las células somaticas y gaméticas no son naturalmente
embriogénicas, se deben inducir estas células para que se vuelvan embriogénicas. La conversion a células
embriogénicas puede lograrse mediante estimulos externos tales como auxina, citoquinina, cambios de pH,
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reguladores del crecimiento y iones de metales pesados (Yeung, 1995 En: Thorpe TA (ed) In Vitro Embryogenesis in
Plants (paginas 205-249; Dodeman et al., (1997) J. Exp. Bot. 48: 1493-1509.

El embrién aislado debe ser viable y capaz de germinar en una planta después de que se corta el trozo de escutelo
o tejido de cotiledon, para embriones de monocotiledéneas y dicotiledoneas, respectivamente. El embrion aislado
puede ser de cualquier ploidia que pueda existir en una planta monocotiledénea de la descripcion. Por ejemplo, el
embrién aislado puede ser un haploide, diploide, haploide duplicado, aneuploide, tetraploide, hexaploide u
octaploide.

Se puede apreciar que un embrion aislado puede o no ser muestreado inmediatamente después del aislamiento. Por
lo tanto, el embrién aislado puede ser fresco o enfriado antes y/o durante el muestreo.

Se puede hacer referencia a los métodos de muestreo en el presente documento en diferentes términos (usados
indistintamente en el presente documento), tales como, por ejemplo, muestreo, corte, astillado, cercenamiento,
rebanado, corte o biselado o remocion de una muestra. El muestreo del escutelo puede realizarse por cualquier
medio conocido en la técnica, tal como, por ejemplo: una broca, un chorro de agua, un laser, una sola cuchilla, un
conjunto de cuchillas opuestas, una jeringa, un muestreador de nucleo (herramienta de extracciéon de ndcleos), un
bisturi, un alambre de diametro pequefio, un cable de alambre con textura de diametro pequefio, una espatula y un
hisopo. Ademas, el muestreo puede realizarse manualmente o mediante un proceso automatizado.

La automatizacion de la escisién del trozo de escutelo o tejido de cotiledon puede incluir uno o mas de los
siguientes: a) determinar la ubicacion y orientacion de un embrién aislado a partir de una pluralidad de embriones
aislados usando un instrumento de vision automatizado; b) determinar las especificaciones fisicas de un embrién
aislado (por ejemplo, longitud, ancho, area superficial, espesor y forma) utilizando un instrumento de visién
automatizado; c) orientar un embrién aislado en/sobre una ubicacién prescrita utilizando agarre neumatico/de vacio
0 manipulacién mecanicalfisica; d) orientar la herramienta de escisién en relaciéon con un embrién aislado, ya sea
fisicamente, o en el caso de una herramienta de escision guiada por laser, 6pticamente; €) accionar la herramienta o
mover un embrién aislado a través de la herramienta para extraer la muestra; f) colocar la muestra y el embrion
restante en recipientes separados; g) rastrear la muestra y el embrion restante en relacion uno con el otro para su
uso y seleccién en el proceso de reproduccion; h) limpieza y/o esterilizacion de la herramienta para evitar la
contaminacion cruzada o el crecimiento bacteriano; i) eliminacién de la herramienta si no se realiza la limpieza y/o
esterilizacion; j) colocacion de un fragmento de una herramienta en un recipiente para analisis directo en el que la
muestra esta en/sobre dicho fragmento de manera que el fragmento de la herramienta no interfiera con la extraccion
(por ejemplo, con un alambre utilizado para raspar o perforar un embrién aislado que luego se corta en una placa de
laboratorio para extraccion de ADN); y k) enjuague de la herramienta en medios de extraccion.

Si se usa un cable de didmetro pequefio, el cable de didmetro pequefio puede tener menos de 1 mm de diametro, y
el cable puede estar frio o caliente. El cable también se puede conformar en una estructura que facilite el muestreo.

Se puede usar cualquier laser conocido por un experto habitual en la técnica para cortar tejido bioldgico. Los laseres
que cortan en el rango de nanosegundos y picosegundos son adecuados para su uso en los métodos de la
divulgacion. Otro tipo de laser que se puede usar es un laser de femtosegundos. Los laseres de femtosegundos
tienen anchos de pulso en el dominio de femtosegundos (1 fs = 10-'® segundos), lo que produce un corte estrecho y
minimiza la zona afectada por el calor, evitando asi el dafio por calor al material que se esta cortando.

La "muestra" también puede describirse en el presente documento como una célula, un nudcleo, un trozo, un clip, un
chip, una astilla, una parte, una porcién, un fragmento, una seccion, una rebanada o cualquier otro término
refiriéndose a un trozo monolitico que puede separarse de un embrion sin destruir la viabilidad del embrién o su
potencial para convertirse en una planta sana (es decir, potencial de germinacion). La muestra cortada del embrion
aislado puede ser liofilizada, fresca, congelada o enfriada después del muestreo.

El tamafo del trozo de tejido de escutelo cortado del embridn aislado puede ser igual o mayor que un solo nucleo. El
trozo de tejido de escutelo también puede ser una célula desprendida o menos del 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74,
75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100% del escutelo
total. El tamafio del trozo puede ser cualquier porciéon del escutelo que no cause una reduccion significativa en el
potencial de germinacion del embrién aislado.

El tamafio del trozo de tejido de cotiledén cortado del embrién de dicotiledonea aislado puede ser igual o mayor que
un solo nucleo. El trozo de tejido de cotiledon también puede ser una célula desprendida o menos del 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70,71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,
100% de la cantidad total de tejido de cotileddn. El trozo puede ser de uno de los dos cotiledones o de ambos
cotiledones.
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La muestra puede tomarse de cualquier area del escutelo, y el embrién monocotiledéneo aislado puede colocarse
con el meristemo hacia abajo en el que el trozo de escutelo se corta desde el extremo opuesto del meristemo.

De manera similar, el muestreo puede tomarse de cualquier area del cotiledon o cotiledones del embrion de
dicotiledénea aislado. El embrién de dicotiledonea aislado puede colocarse de tal manera que evite dafiar el
meristemo.

El posicionamiento puede realizarse manualmente o de forma automatizada usando movimiento mecanico,
accionamiento, etc. La automatizacion puede incluir el uso de robética, sistemas de visidon o una combinacién de
ambos.

El trozo de tejido de escutelo o cotiledon puede analizarse para una o mas caracteristicas indicativas de un rasgo
genético. El rasgo genético puede incluir, entre otros, un marcador genético, un polimorfismo de un solo nucleétido,
una repeticion de secuencia simple, un polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion, un haplotipo, una
etiqueta SNP, un alelo de un marcador genético, un gen, una secuencia derivada de ADN, una secuencia derivada
de ARN, un promotor, una region no traducida 5' de un gen, una regioén no traducida 3' de un gen, microARN, ARNpi,
un QTL, un marcador satélite, un transgén, ARNm, ARNm bicatenario, un perfil transcripcional, un patrén de
metilacion y un nivel de ploidia.

Se puede extraer ADN de la muestra usando cualquier método de extraccion de ADN conocido por los expertos en
la materia que proporcionara suficiente rendimiento de ADN, calidad de ADN, respuesta de PCR y respuesta de
métodos de secuenciacion. Esto puede incluir, entre otros: extracto de N Amp (Sigma-Aldrich), protocolo estandar de
CTAB, métodos HotShot, etc. Ademas, el ADN extraido puede amplificarse después de la extraccion utilizando
cualquier método de amplificacion conocido por los expertos en la materia.

Ademas, el ARN puede extraerse de la muestra usando cualquier método de extraccion de ARN conocido por los
expertos en la materia que proporcionara suficiente rendimiento de ARN, calidad de ARN, respuesta de PCR y
respuesta de métodos de secuenciacion. Ademas, el ARN extraido puede amplificarse después de la extraccion
usando cualquier método de amplificacion conocido por los expertos en la materia.

Los acidos nucleicos extraidos pueden analizarse para detectar la presencia o ausencia de un polimorfismo genético
adecuado. Una amplia variedad de marcadores genéticos para el analisis de polimorfismos genéticos estan
disponibles y son conocidos por los expertos en la materia. Como se usa en el presente documento, los marcadores
genéticos incluyen, pero no se limitan a, repeticiones de secuencia simple (SSR), polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP), inserciones o eliminaciones (indels), perfiles transcripcionales y secuencias de acido nucleico. Se
puede usar un analisis de acido nucleico para detectar la presencia o ausencia del marcador genético para la
seleccion de embriones como parte de un programa de mejoramiento o un programa de reproduccion. El analisis
puede usarse para seleccionar embriones que albergan genes, QTL, alelos o haplotipos de interés. Los métodos de
analisis son conocidos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, métodos de deteccién basados en PCR (tales
como, por ejemplo, ensayos TagMan), métodos de microarreglos y métodos de secuenciacion de acido nucleico. Los
genes, alelos, QTL o haplotipos también pueden identificarse utilizando nuevas técnicas de biologia molecular.

Métodos que usan muestreo de embriones

Los métodos de la presente divulgacion usan el muestreo de embriones para contribuir a las actividades de mejora
del germoplasma, que incluyen pero no se limitan a: economizacién de programas haploides duplicados
seleccionando solo embriones preferidos para duplicar, analisis de material haploide y haploide duplicado para
caracteristicas genotipicas, integracion de rasgos y evaluacion, y reproduccion asistida por marcadores.

Las plantas haploides duplicadas (DH) proporcionan una herramienta invaluable para los reproductores de plantas,
particularmente para generar lineas endogamicas. Se ahorra una gran cantidad de tiempo ya que las lineas
homocigotas se generan esencialmente instantdneamente, lo que elimina la necesidad de una reproduccion
convencional multigeneracional.

Sin embargo, es bien sabido en la técnica que el proceso de produccion de DH es ineficiente y puede ser bastante
laborioso. Si bien las plantas haploides duplicadas pueden ocurrir espontaneamente en la naturaleza, esto es
extremadamente raro. La mayoria de las aplicaciones de investigacion y reproduccion se basan en métodos
artificiales de produccién de DH. La etapa inicial implica la haploidizacion de la planta que da como resultado la
produccién de una poblacién que comprende semilla haploide. Las lineas no homocigotas se cruzan con un padre
inductor, lo que da como resultado la produccion de semilla haploide. La semilla que tiene un embridén haploide, pero
el endospermo triploide normal, avanza a la segunda etapa. Es decir, las semillas y plantas haploides son cualquier
planta con un embrién haploide, independiente del nivel de ploidia del endospermo. Después de seleccionar las
semillas haploides de la poblacién, las semillas seleccionadas experimentan duplicacion del cromosoma para
producir semillas haploides duplicadas. Una duplicaciéon cromosdmica espontanea en un linaje celular conducira a la
produccién normal de gametos o la produccién de gametos no reducidos a partir de linajes celulares haploides. La
aplicacion de un compuesto quimico, tal como la colchicina, se puede utilizar para aumentar la tasa de
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diploidizacién. La colchicina se une a la tubulina y evita su polimerizacién en microtubulos, deteniendo asi la mitosis
en la metafase, y puede usarse para aumentar la tasa de diploidizacion, es decir, la duplicacion del nimero de
cromosomas. Estas plantas quiméricas se autopolinizan para producir semilla diploide (haploide duplicada). Esta
semilla DH se cultiva y posteriormente se evalta y se usa en la produccion hibrida de pruebas de cruzamiento.

Los métodos de la presente descripcion facilitan el potencial de seleccion en la etapa haploide asi como en la etapa
haploide duplicada. Como parte de un programa haploide duplicado, se aislan embriones haploides inmaduros, y los
embriones haploides se ponen en contacto con un agente duplicador tal como la colchicina u otro agente conocido
en la técnica. El muestreo se puede realizar antes de la exposicidon al agente de duplicaciéon o después. Con el
primero, los embriones muestreados antes de la duplicaciéon pueden identificarse como candidatos para duplicacion
en funcién del resultado del muestreo. Con este ultimo, tan pronto como se haya completado la fase de duplicacién,
es necesario transferir los embriones seleccionados del medio de duplicaciéon a un medio sin agente de duplicacion,
tal como por ejemplo, medio de germinacién. En esta etapa, es conveniente y econdémico remover un trozo de
escutelo o tejido de cotiledén para el analisis molecular. Los métodos presentados en este documento permiten
tomar decisiones de avance temprano en el proceso haploide duplicado.

Los métodos de la divulgacion pueden integrarse facilmente en cualquier proceso de rescate de embriones en el que
un embridn se aisla y luego se cultiva.

Por ejemplo, en la reproduccion de plantas, el uso de técnicas de rescate de embriones disminuye significativamente
el tiempo que lleva transferir un rasgo beneficioso de un progenitor donante a un progenitor recurrente con el
trasfondo genético deseado (Wang et al., 2011. Plant Breeding 130: 569-573). Las técnicas implican cultivar
embriones inmaduros en un medio nutritivo que puede complementarse o no con un agente selectivo para detectar
explantes transgénicos, trasplantar los embriones o plantulas derivadas del mismo a un entorno de crecimiento
controlado durante un periodo de tiempo suficiente y luego trasplantar las plantulas al campo. Antes del gasto de
recursos, es conveniente y econémico retirar un trozo de tejido de escutelo o cotileddn de los embriones inmaduros
para el andlisis molecular a fin de identificar aquellos embriones que produciran plantas con rasgos deseables.

Ejemplos

La presente invencion se ilustra adicionalmente en los siguientes Ejemplos, en los que las partes y los porcentajes
son en peso Yy los grados son Celsius, a menos que se indique lo contrario. Debe entenderse que estos ejemplos,
aunque indican realizaciones de la invencion, se presentan solo a modo de ilustracion. A partir de la discusion
anterior y estos Ejemplos, un experto en la materia puede determinar las caracteristicas esenciales de esta
invencion, y puede hacer varios cambios y modificaciones de la invencion para adaptarla a diversos usos y
condiciones. Por lo tanto, diversas modificaciones de la invencion ademas de las mostradas y descritas en el
presente documento seran evidentes para los expertos en la materia a partir de la descripcion anterior. Dichas
modificaciones también pretenden caer dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1
Muestreo de escutelo para obtener ADN para analisis molecular (Monocotiledéneas). Muestreo de escutelo

Se cort6 tejido de escutelo de embriones inmaduros de aproximadamente 2-4 mm de tamafio y luego se coloco en el
medio. Las muestras se colocaron en el refrigerador al menos una semana antes de extraer el ADN, y las porciones
restantes de los embriones de maiz se plantaron en la estructura de sombrio.

Extraccion de ADN y prueba del marcador

Se extrajeron muestras del medio con pinzas y se enjuagaron en agua para HPLC y luego se secaron. Las muestras
se colocaron luego en tubos de muestra dentro de una placa de 96 pozos. El tejido de la hoja de genotipo
desconocido también se agregé a los tubos de muestra desocupados en la placa de 96 pozos como medio de
comparacién. Se hicieron dos placas por duplicado a partir de la misma placa fuente. Se utilizé una etapa de
molienda adicional para garantizar que las muestras se molieran bien. Se utilizaron dos protocolos de extraccion
diferentes en cada tipo de tejido, el protocolo de extraccién de ADN HotShot y el protocolo de extraccion SbeadEx.
Inicialmente, se probaron treinta y dos marcadores SNP utilizando una plataforma Invader Plus.

Los resultados obtenidos muestran que hay suficiente ADN extraido de cada muestra de escutelo para realizar
analisis de marcadores moleculares, y de hecho, las muestras de escutelo se amplificaron con la misma "intensidad"
que las muestras de hoja en la misma placa.

Rendimiento de plantas derivadas de embriones muestreados

El desarrollo se retrasé dentro de la primera semana de germinacion; sin embargo, la demora fue temporal y no se
pudo detectar una semana después de colocarla en la estructura de sombrio.
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Ejemplo 2
Analisis comparativo entre el muestreo de escutelo y el muestreo de hojas para el analisis molecular

Se cortd una muestra de tejido de escutelo de cada embrién inmaduro usando un bisturi nuevo y estéril. Las
muestras se colocaron en placas de campo y luego se colocaron en tubos usando hisopos de algodén nuevos y
estériles. También se recolectaron muestras de hojas de plantas haploides duplicadas en el campo y luego se
congelaron. Se presentaron dos perforaciones de hoja por muestra.

Se usaron dos protocolos de extraccion diferentes en cada tipo de tejido, el protocolo de extraccion de ADN HotShot
y el protocolo de extraccion SbeadEx. El ADN extraido se procesd con cuarenta y ocho marcadores SNP de
produccién. La concordancia estuvo dentro de los estandares de produccién con solo 0,22% de giros (es decir,
llamadas de alelos incorrectos). Ademas, las muestras de hojas y escutelo se realizaron dentro de los estandares de
produccién de menos del 5% NF (no encontrados). Los heterocigotos (Hets) se puntuaron como equivocos ya que
las muestras eran muestras haploides duplicadas.

Tabla 1: Desempeiio del marcador: comparacion entre muestras de escutelo y de hoja

Protocolo de extraccion
HotShot SbeadEx
Escutelo
Sefial baja 1,51% 0,27%
% de Het 0,10% 0,05%
Hoja
Sefial baja 1,20% 0,17%
% de Het 0,36% 2,42%

Ejemplo 3
Muestreo de cotiledones (embriones de dicotiledoneas) para obtener ADN para el analisis molecular

Se corto tejido de cotiledén de embriones de canola inmaduros derivados de microsporas y se coloco en el medio.
Las muestras se retiraron del medio con pinzas y se enjuagaron en agua para HPLC y luego se secaron. Las
muestras se colocaron luego en tubos de muestra dentro de una placa de 96 pozos. El tejido de la hoja de genotipo
desconocido también se agregé a los tubos de muestra desocupados en la placa de 96 pozos como medio de
comparacién. Se hicieron dos placas por duplicado a partir de la misma placa fuente. Se utilizé una etapa de
molienda adicional para garantizar que las muestras se molieran bien. Se utilizaron dos protocolos de extraccion
diferentes en cada tipo de tejido, el protocolo de extracciéon de ADN HotShot y el protocolo de extraccion SbeadEx.
Se probaron ocho marcadores SNP utilizando una plataforma Invader Plus.

El ADN extraido (usando el método de extraccion SbeadEx o HotShot) se procesd con ocho marcadores SNP de
produccion. Los resultados se muestran en la Tabla 3. El método SbeadEx dio como resultado un alto % de NF (es
decir, no encontrado). El método de extraccion HotShot proporciond resultados ligeramente fuera del intervalo
aceptable (<5% NF) para los embriones inmaduros pequefios, pero esto fue ain mejor que los resultados obtenidos
con el tejido de la hoja. Las muestras "pequefas" se desempefaron mejor que las muestras "grandes". En general,
los resultados mostraron que hay suficiente ADN extraido de cada muestra de cotiledon para realizar el analisis de
marcadores moleculares.

Con respecto al desarrollo adicional de los embriones, no se observaron eventos de desarrollo inesperados.

Tabla 3: Resultados del analisis de marcadores SNP usando ADN obtenido de tejido de cotiledon

HotShot
Muestras pequefias de embriones inmaduros
Sefial baja 4.17%
% de Het 0,97%
% NF 5,14%
Muestras grandes de embriones inmaduros
Sefial baja 7,89%
% de Het 0,22%
% NF 8,11%
Hoja
Sefal baja 6,03%
% de Het 0,60%
% NF 6,63%
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REIVINDICACIONES
1. Un método para analizar un embrién aislado de una planta monocotiledénea que comprende:

a. cortar un trozo de tejido de escutelo de un embrién inmaduro aislado en el que dicha escisiébn no causa una
reduccion significativa en el potencial de germinacion de dicho embrion aislado; y

b. analizar acidos nucleicos extraidos, y opcionalmente amplificados, del trozo de tejido de escutelo en busca de la
presencia o ausencia de una o mas caracteristicas indicativas de al menos un rasgo genético,

en el que dicho embridn aislado es capaz de germinar en una planta después de que dicho trozo de tejido es cortado

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha planta monocotiledénea es maiz, sorgo, trigo, arroz, cebada,
avena, centeno, mijo, cafia de azucar, triticale o pasto varilla.

3. El método de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que dicho embrién aislado se obtiene de una semilla o
se deriva de otros tejidos.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho embrién aislado es fresco o enfriado.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho trozo de tejido de escutelo es
liofilizado, fresco, congelado o enfriado después del muestreo.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho trozo de tejido de escutelo es igual o
mayor que un solo nucleo.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha escisién se realiza usando una
herramienta seleccionada del grupo que consiste en: una broca, un chorro de agua, un laser, una sola cuchilla, un
juego de cuchillas opuestas, una jeringa, un muestreador de nucleos (herramienta de extraccién de nucleos), un
bisturi, un alambre de didmetro pequefo, un cable de alambre texturizado de diametro pequefio, una espatula y un
hisopo.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha escisién se realiza mediante un
proceso automatizado.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho trozo de tejido de escutelo se analiza
para una o mas caracteristicas seleccionadas del grupo que consiste en: un marcador genético, un polimorfismo de
un solo nucledtido, una repeticién de secuencia simple, un polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion, un
haplotipo, una etiqueta SNP, un alelo de un marcador genético, un gen, una secuencia derivada de ADN, una
secuencia derivada de ARN, un promotor, una region no traducida 5' de un gen, una region no traducida 3' de un
gen, microARN, ARNpi, un QTL, un marcador satélite, un transgén, ARNm, ARNm bicatenario, un perfil
transcripcional, un patrén de metilacion y nivel de ploidia.
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