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El objetivo general de este Proyecto de Innovacion Docente era implementar una
practica de laboratorio novedosa para mejorar el aprendizaje de los logros de la mejora
genética vegetaly su repercusion en la agricultura en el Grado de Ingenieria Agricolay en el
Master de Agrobiotecnologia. Por un lado, el proyecto permitia estudiar la mejora en la
resistencia a patdgenos conseguida en el hibrido Triticale, y por otro, contribuiria a la
formacion investigadora de los estudiantes a través de la aplicacion de técnicas de
laboratorio actualizadas. Con el fin de abordar este objetivo general, nos propusimos una
serie de objetivos especificos que se han completado parcialmente en el presente curso
académico como se detalla a continuacion.

Objetivo Especifico 1

Nuestro primer objetivo era disefar un procedimiento experimental para analizar
las consecuencias de un evento de cruzamiento entre dos especies vegetales sobre la
resistencia de la planta a un patégeno. Como material vegetal se seleccionaron plantas de
Triticale (Triticosecale Wittmack) y de trigo (Triticum aestivum) que son resistentes y
susceptibles al patégeno Zymoseptoria tritici, respectivamente. Este patdgeno es el agente
causal de la septoriosis de la hoja y séptimo hongo fitopatégeno mas relevante a nivel
mundial.

Con el fin de optimizar las condiciones apropiadas para llevar a cabo ensayos de
patogenicidad en las plantas que permitieran observar de forma clara la sintomatologia de
la enfermedad, se llevaron a cabo algunas pruebas previas para establecer un
procedimiento experimental adaptado a los recursos y tiempos habituales en las practicas
de laboratorio de las asignaturas de Grado y Master. Se ensayaron diferentes tiempos de
imbibicion de las semillas, diferentes tiempos de germinacién de las semillas y crecimiento
de la plantula, y varias concentraciones de esporas del patégeno como fuente de inéculo,
taly como se refleja en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros ensayados en los ensayos de inoculacion del patégeno. En verde se resaltan las
condiciones 6ptimas para obtener los mejores resultados en el tiempo dedicado a la docencia practica.

Imbibir Germinar Crecimiento de Concentracion de
semillas semillas plantulas esporas (esporas/mL)
12 horas 12 horas 12 horas 0,5x 108
24 horas 24 horas 24 horas 5x10°
36 horas 36 horas 36 horas 10x 108

48 horas 48 horas

Se ensayaron combinaciones de los diferentes parametros recogidos en la Tabla 1
para establecer el protocolo mas optimizado de forma que el alumnado pueda observar de
forma clara las consecuencias de la inoculacidon de un patégeno en una especie vegetal
resistente y en una susceptible. Se seleccionaron las condiciones resaltadas en color verde
enlaTabla 1 por serlas que permitieron observar de forma clara los resultados en el tiempo
establecido. Un tiempo de imbibicion de las semillas superior a 36 horas provocod la
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emergencia del epicotilo en oscuridad, lo que altera las condiciones 6ptimas establecidas
en bibliografia para la inoculacion de este patdégeno (Jia et al., 2017), por lo que se
seleccioné como mejor tiempo el de 24 horas. Por otro lado, en el tiempo de germinacion
de semillas se busca tener semillas en las que la radicula haya emergido y presente una
longitud de entre 3y 4 mm, situacion conseguida tras 24 horas de incubacién en oscuridad.
En cuanto al periodo necesario para el crecimiento de la plantula, el procedimiento
requiere la emergencia del epicotilo hasta alcanzar una longitud aproximada de 8-10 mm,
lo que ocurrié en el tiempo de 24 horas, descartando asi el resto de tiempos ensayados.
Finalmente determinamos que la concentracion de 0,5 x 10° esporas/mL era suficiente
para inducir la apariciéon de sintomas de septoriosis de la hoja, pero en un tiempo de 20-30
dias, excesivo para unas practicas de Grado o Master; sin embargo, la concentracion
maxima ensayada, 10 x 10° esporas/mL, permitié observar sintomas caracteristicos de la
enfermedad en 7-8 dias, un tiempo adecuado para el desarrollo de estas practicas.

Establecidas las condiciones éptimas para conseguir el objetivo planificado en la
practica, establecimos un protocolo adaptado al alumnado de Grado y Master. En la Figura
1 se presentan las diferentes etapas en el desarrollo de la practica con los resultados
obtenidos en los ensayos realizados para establecer las condiciones mencionadas.

’ DIA 1: imbibicién de semillas | | DiA 4: inoculacién de plantulas ‘

TRITICALE

BN

-

Semillas desinfectadas, incubacién en agua estéril. Plantulas con epicotilo de 8-10 mm,
259C, 12 horas, fotoperiodo 16/8 inoculacion con el patégeno.
25 °C, 7 dias, fotoperiodo 16/8,
camara humeda

’ DIA 2: germinacion de semillas

| DIA 5: analisis de resultados

Semillas imbibidas, incubacidn sobre gasa estéril.
25 °C, 24 horas, oscuridad

TRITICALE
Plantas 7 dias tras la inoculacién

| DIA 3: crecimiento de plantulas hasta emergencia de epicotilos ‘

Plantas 7 dias tras la inoculacion |

Plantulas 7 dias después de la
inoculacion con el patégeno (las
flechas rojas indican septoriosis).

Semillas germinadas, incubacion sobre algoddn estéril.
25 ©°C, 24 horas, fotoperiodo 16/8

Figura 1. Etapas del desarrollo de la practica propuesta en el Proyecto de Innovacién Docente. Las
imagenes representan los resultados obtenidos en las condiciones 6ptimas establecidas en el Objetivo 1.



Objetivo Especifico 2

El segundo objetivo del Proyecto de Innovacion Docente propuesto proponia la
elaboracién de material de apoyo para la realizacidon de las sesiones practicas que se
facilitaria a los estudiantes para el desarrollo de la actividad en el laboratorio.

Eltrabajo realizado en el Objetivo Especifico 1 permitié establecer el procedimiento
experimental que permite demostrar cémo la Mejora Genética Vegetal aporta beneficios a
los nuevos hibridos conseguidos, en particular en el caso que nos ocupa la resistenciaa un
patogeno fungico en el hibrido Triticale. A partir de este procedimiento experimental
elaboramos el material de apoyo para que el alumnado pudiese desarrollar la practica en
la experiencia piloto planificada en el Objetivo Especifico 3.

Preparamos un protocolo de la practica titulada “Resistencia a patégenos fungicos
en el hibrido Triticale” (Anexo 1). El protocolo se incluird en el cuaderno de practicas que se
entrega a los estudiantes al inicio de las sesiones de docencia practica en el laboratorio. El
protocolo incluye una serie de apartados que facilitan la comprensién del objetivo de la
practica, asi como realizaciéon por el alumno en el laboratorio:

1.- Introduccidn tedrica, con la que se ofrece informacién al alumno para mejorar la
comprensién de los conceptos fundamentales que se trabajan en la practicay que también
sirve de apoyo al estudio junto con las explicaciones del profesor o profesora.

2.- Materiales, que incluye los recursos necesarios para llevar a cabo la practica que deben
estar preparados con antelacion.

3.- Metodologia, apartado en el que se explica de forma detallada y precisa el
procedimiento experimental a seguir incluyendo instrucciones concretas de manejo de
materiales y equipos que no se encuentran en un protocolo habitual de un laboratorio
como, por ejemplo, “indica en cada matraz qué especie vegetal has colocado”.

4.- Analisis de resultados, apartado en el que el profesor o profesora propone diversas
cuestiones con el objetivo de ayudar al alumnado a analizar los resultados objetivos de una
forma critica basada en la observacion.

Objetivos Especificos 3y 4

El Proyecto de Innovacién Docente propuesto incluia en su Objetivo Especifico 3 la
realizacidon de una experiencia piloto en la que se impartiria la practica disefada a los
estudiantes de la asignatura “Mejora Genética Vegetal” del Master en Agrobiotecnologia
para evaluarla e identificar posibles puntos de mejora.

Para el desarrollo del Proyecto se solicitaba una inversién econdémica inicial de 300
€ con los que financiar el material de laboratorio necesario para la puesta en marcha de la
practica propuesta en el proyecto. La valoracién de la propuesta presentada fue positiva
por lacomisién, pero norecibié financiacion. Esta situacion haimposibilitado la realizacién
del Objetivo Especifico 3.

Al pretender buscar puntos de mejora con la experiencia piloto (Objetivo Especifico
3) para proponer una practica de laboratorio novedosa y optimizada en la titulacién del
Master en Agrobiotecnologia (Objetivo Especifico 4), y no haberse podido llevar a cabo



dicha experiencia por falta de financiacién, no podemos todavia proponer la implantacion
de la practica.

El desarrollo parcial de los objetivos propuestos en este Proyecto de Innovacion
Docente ha permitido disefar una practica novedosa para mejorar la comprension de las
consecuencias beneficiosas de la Mejora Vegetal Genética. La practica enfatiza las
ventajas de la obtencidon de un hibrido vegetal ampliamente utilizado en agricultura,
Triticale, principalmente en cuanto a resistencia a patdégenos fungicos.

La realizacion de los objetivos especificos 1 y 2 del proyecto ha permitido
desarrollar un protocolo adaptado para la realizacién de la practica en un laboratorio de
practicas, que debe ser analizado y validado con una experiencia piloto con alumnos
durante un curso académico. Se pretende llevarlo a cabo cuando se consiga financiacion
para ello dado que consideramos que es muy positiva la puesta en marcha de esta practica
para la formacion de los estudiantes de la titulacion “Master en Agrobiotecnologia”.



Guion de la practica desarrollada en el Proyecto de Innovacion Docente.

PRACTICA 1: Resistencia a patégenos fingicos en el hibrido Triticale
Introduccion

El triticale (Triticosecale Wittmack) es un hibrido entre trigo (Triticum aestivum) y
centeno (Secale cereale) que se obtuvo para aprovechar las mejores caracteristicas de
cada uno, y que dio como resultado una especie mas resistente a patdgenos como es el
caso del hongo Zymoseptoria tritici. Este hongo ocasiona la enfermedad conocida como
septoriosis de la hoja y es el séptimo hongo fitopatdogeno de mayor relevancia en la
agricultura a nivel mundial (Dean et al., 2012).

En esta practica se estudiaran los efectos de este patdgeno sobre plantulas de trigo
y sobre plantulas del hibrido triticale.

Materiales

-Semillas de trigo

-Semillas de triticale

-Tubos de 10 mL

-Solucién de hipoclorito de sodio 2%
-Agua destilada estéril

-Matraces de 125 mL

-Gasas

-Recipientes de plastico

-Papel de aluminio

-Algoddn estéril

-Placas Petri multipocillo
-Bandejas

-Pinzas

-Tijeras

-Suspension de esporas del hongo
-Papel film transparente

-Cinta adhesiva

-Micropipetas automaticas

-Puntas de pipeta



Metodologia
1.- Preparacion de las plantulas:

Dia 1:

- Introducir 40 semillas de cada una de las especies vegetales en un tubo de 10 mLy afadir
5 mL de hipoclorito de socio al 2% durante 20 minutos.

- Eliminar la solucién de hipoclorito de sodio y lavar las semillas con agua destilada estéril
durante 2 minutos. Repetir el paso 4 veces.

- Pasar las semillas a un matraz de 125 mL que contenga agua destilada estéril. Colocar
unha gasa en la boca del matraz y dejar el matraz sobre la mesa toda la noche.

- Recordar identificar cada matraz con el nombre de la especie vegetal.

Dia 2:

- Colocar en el fondo del recipiente transparente dos gasas estériles y afadir agua
destilada estéril hasta dejar las gasas empapadas (precaucién: no afiadir agua en exceso).
- Colocar con la ayuda de las pinzas las semillas sobre la gasa.

- Envolver el recipiente con papel de aluminio y coloca en la estufa a 25 °C toda la noche.
- Recordar identificar cada recipiente con el nombre de la especie vegetal.

Dia 3:

- Colocar con unas pinzas un algodén estéril en cada uno de los pocillos de la placa
multipocillo y anadir agua destilada estéril hasta que esté totalmente humedecido.

- Colocar con la ayuda de las pinzas una semilla en cada uno de los pocillos. Escoger sélo
semillas que tengan una radicula de 2-4 mm de longitud.

- Colocar las placas en las bandejas blancas que contienen agua en el fondo y tapar la
bandeja con papel film transparente. Conservar las bandejas en el incubador a 25 °C toda
la noche.

- Recordar identificar cada placa Petri con el nombre de la especie vegetal.

2.- Inoculacion del patégeno:

- Cortar el apice (2 mm) de cada epicotilo vegetal con las tijeras.

- Depositar sobre el corte 1,5 pyL de la suspension de esporas del hongo (agitarla siempre
antes de tomar la muestra).

- En las plantas control, depositar sobre el corte 1,5 pL de agua destilada estéril.

- Colocar las placas en las bandejas blancas que contienen agua en el fondo y tapar la
bandeja con papel film transparente. Conservar las bandejas en el incubador a 25 °C
durante 7 dias.

3.- Cuantificacion de los sintomas de septoriosis:

- Conunaregla medir el tamafo de las lesiones necroéticas ocasionadas por el patégeno en
la hoja de cada planta.

- Anotar el nimero de las lesiones y la extensidon de cada una de ellas.



Analisis de resultados

1.- ¢Qué efectos has observado en las plantas de cada especie vegetal después de la
inoculacion con el patégeno?

2.- ¢ Hay diferencias en las lesiones necréticas observadas en cada especie vegetal? Si asi
es, ¢cual puede ser la causa?
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