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Resumen El acceso a nuevas tecnologias moleculares para su aplicacién
en el mejoramiento de los cultivos demanda la utilizacién de herramien-
tas informéticas de manera integrada para el tratamiento de los datos.
Se presenta la confeccién de un mapa genético integrando 3232 SNP (en
inglés, Single Nucleotide Polymorphism) obtenidos a partir de un micro-
array de SNP disenado para trigo pan (Triticum aestivum) y 212 SSR
(en inglés, Simple Sequence Repeat), utilizados previamente en el mapeo
de una regién cromosémica asociada a la resistencia de la Fusariosis de
la Espiga de Trigo (FET), utilizando MapMerger y la libreria RQTL. Se
seleccionaron 15 SNP candidatos sobre los cuales se diseharon cebadores
in silico, para convertirlos en marcadores KASP (en ingles, Kompetitive
allele-specific PCR), utilizando PolyMarker. Se espera contribuir con el
desarrollo de un nuevo marcador asociado a un gen de resistencia a FET
que pueda transferirse a la comunidad de mejoradores.
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1. Introduccion

El actual desarrollo de la tecnologia para la secuenciacién a gran escala
(NGS), en conjunto con la caida exponencial del costo econémico por dato y la
simplificacién en la preparacion de librerias gendémicas, hizo posible la disponibi-
lidad de nuevas herramientas moleculares para su aplicacién en el mejoramiento
de los cultivos [1]. El avance de estas tecnologias y procesos permitié el desa-
rrollo de plataformas de genotipado de alto rendimiento basadas en microarrays
de SNPs (en inglés, Single Nucleotide Polimorphism), posicionandolos como los
marcadores moleculares elegidos para estudios de diversidad, mapeo de genes y
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seleccién gendmica, sucediendo en parte a los SSR (en inglés, Simple Sequence
Repeat), ampliamente utilizados hasta el momento por ser especie-especificos,
altamente polimoérficos y abundantes en nimero.

Desde siempre los desafios que presenta el mejoramiento genético de trigo pan
(Triticum aestivumn) se atribuyen a la naturaleza poliploide de su genoma, lo que
hace que sea de gran tamano, presente un gran nimero de secuencias repetitivas
y una estrecha base genética dada por el reciente evento de poliploidizacién
[2]. Para esta especie Allen et al. [3] desarrollaron un microarray dirigido a la
comunidad de mejoradores (Breeders’ 35K Affymetrix Axiom™array), a partir
de un subset de SNPs contenidos en un microarray de ultra alta densidad (820K)
[4]. El microarray de 35000 SNP fue disefiado teniendo en cuenta la ubicacién
genética consenso de cada SNP y el polimorfismo observado en germoplasma de
trigo hexaploide existente a nivel mundial. Es un sistema adecuado, econémico,
de utilidad para investigacién y mejoramiento, como por ejemplo generacion de
mapas genéticos de alta densidad.

En conjuncién a la expansiéon de la tecnologia de secuenciacién se incrementa-
ron los repositorios de recursos genémicos y bases de datos integradas de SNPs,
que contienen la informacién de los diferentes microarrays de genotipado [2].
Ademas recientemente se cuenta con una nueva secuencia de referencia de trigo
(cv Chinese Spring IWGSC Ref Seq v1.0) [5].

El acceso a las tecnologias mencionadas demanda la utilizacién de herramien-
tas informaticas de manera integrada para el tratamiento de los datos. Teniendo
como meta el desarrollo de germoplasma de trigo como estrategia para ampliar la
diversidad genética del cultivo, el objetivo es exponer un flujo posible de trabajo
para desarrollar marcadores moleculares que faciliten el proceso de seleccién de
bases genéticas de interés, a partir de los datos de genotipado obtenidos con el
microarrays de 35K, tomando como caso de estudio una poblacién doble haploi-
de (DH) previamente mapeada con marcadores SSR en la que se reporta una
regiéon cromosémica asociada a la resistencia de la Fusariosis de la Espiga de
Trigo (FET) [6].

Se presenta la confeccién de un mapa genético integrando SNPs y SSR, y la
eleccién de SNPs candidatos para el desarrollo de marcadores moleculares alelo
especificos tipo KASP (Kompetitive allele-specific PCR).

2. Materiales y Métodos

2.1. Datos genotipicos

Se realizé el genotipado de la poblacién original DH Milan x Catbird (MxC)
con el microarray de 35K Axiom™Wheat Breeder’s [3] en una plataforma Gene-
Titan™de Affymetrix con un Robot de Beckma. Se obtuvieron 35143 SNP para
91 lineas recombinantes (en inglés, RIL: Recombinant Inbred Lines) y los dos
genotipos parentales. Los SNPs cuya variante fue igual a Catbird (parental resis-
tente a FET) se codificaron como “A” y aquellos cuya variante fue igual a Milan
(parental susceptible a FET) como “B”. Los SNP cuyo patrén fue heterocigota
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(variante de ambos padres) se codificaron como dato faltante ya que al ser una
poblacién DH se consideraron como error de genotipado. Los SNPs monomérfi-
cos, aquellos con alta frecuencia de datos faltantes (> 10%) y aquellos cuya
segregacion no se ajusto a 30:70 se excluyeron del anélisis. Luego se excluyeron
individuos con alta frecuencia de datos faltantes (> 40 %). Se seleccionaron 212
marcadores SSR de Cativelli et al. [6] para integrar al nuevo mapa de MxC.

2.2. Fusion de los marcadores co-segregantes y construccién de un
mapa de ligamiento

Para fusionar los marcadores co-segregantes se utilizé6 MapMerger, un script
en python ! que fusiona los marcadores que co-segregan, guardando un solo dato
de ubicacién cromosémica y fisica, siendo esta tltima la menor de todas las po-
sibles de acuerdo a los marcadores que esta fusionando. El nombre del marcador
aparecera entre llaves, corchetes, paréntesis 6 sin simbolos, de acuerdo a que la
posicién dentro de los grupos de marcadores sea o no la tinica posible, y/o pre-
sente datos faltantes. Previo a utilizar MapMarger, los marcadores se anclaron
fisicamente al genoma de referencia [5] utilizando BLAST y se anclaron genéti-
camente a los cromosomas teniendo en cuenta la posicién consenso resultado
de otras poblaciones de mapeo. Para la construcciéon del mapa de ligamiento se
utilizé la librerfa RQTL [7]. Mediante la funcién formLinkageGroups se agrupa-
ron los marcadores en grupos de ligamiento (GL) utilizando una frecuencia de
recombinacién maxima de 0,35 entre pares de marcadores y un LOD minimo
de 6. Los marcadores de cada GL se ordenaron mediante la funcién orderMar-
kers utilizando la funcién de Haldane para estimar las distancias genéticas entre
marcadores, asumiendo una probabilidad de error en el genotipado de 0,005.

2.3. Diseno de marcadores

Se seleccionaron SNP candidatos para el disefio in silico de marcadores alelos
especificos tipo KASP utilizando PolyMarker [8], un pipeline desarrollado para
genomas poliploides. PolyMarker convierte la informacién de la secuencia de en-
trada (secuencia adyacente al SNP) en un archivo FASTA; utiliza el Exonerate
[9] para alinear la secuencia que contiene el SNP con la secuencia de referencia
de trigo (cv Chinese Spring IWGSC Ref Seq v1.0); selecciona el mejor hit de
cada cromosoma y realiza un alineamiento local con MAFFT [10] en el cual se
enmascaran las variaciones entre secuencias homedlogas. En el output se carac-
terizan los polimorfismos en categorias, de acuerdo a la homologia de la variacién
detectada a través de los cromosomas. Finalmente, utiliza el Primer3 [11] para
disenar los cebadores que se utilizardn para amplificar el SNP. Para los KASP
se disefian tres cebadores, dos especificos (uno para cada alelo del SNP objetivo)
y uno comun que puede ser especifico, semi-especifico o inespecifico, respecto a
los genomas A, B o D del trigo hexaploide.

! https://github.com/juancrescente/mapmerger
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3. Resultados

De la matriz de genotipado se obtuvieron 3232 SNPs ttiles para la confecciéon
del mapa y se integraron con 212 marcadores SSR. Luego de la fusién con Map-
Merger se obtuvieron 505 Loci de Segregacién Unica (LSU) para 88 RILs, cada
uno de los cuales contiene uno o mas marcadores. Se formaron 77 GL a partir
de los 505 LSU, que luego se agruparon de acuerdo a la ubicacién cromosémica,
conformando los 21 cromosomas que posee el trigo pan. Se procedi6 al ordena-
miento de los LSU en cada cromosoma, en funcién de la distancia genética entre
ellos.

De acuerdo a Cativelli et al. [6] la regién cromosémica que mostré mayor
asociacién con la expresién de resistencia a la FET se localizé en el cromoso-
ma 7D, denomindndose ”Qfhs.inta-7D”. La regién se encuentra estrechamente
ligada al locus SSR ¢fd14, dentro de un intervalo de 1,5 centiMorgan (cM) de
distancia genética, flanqueado por los loci SSR, barc128 y wmc702. En el nuevo
mapa se obtuvieron 21 LSU para el 7D, compuestos por 27 SSR y 31 SNPs,
que determinaron una longitud de cromosoma de 125,35 cM. Los SSR ligados
al Qfhs.inta-7D colapsaron en un mismo LSU, probablemente porque el nimero
de RILs que se utilizaron en el genotipado con el microarray fue menor que la
poblacién original. No obstante, delimitando un mayor intervalo genético que
contiene el Qfhs.inta-7D (entre los loci SSR wms/4 y wmc94), se observan dos
LSU que contienen 7 SSR y 16 SNPs candidatos para el desarrollo de los nuevos
marcadores. En términos fisicos la regién presenta una longitud de 434 Megaba-
ses (Mb).

Las secuencias de los 16 SNPs se analizaron con PolyMarker [8]. Todas se
alinearon con la secuencia de referencia del cromosoma 7D, aunque solmente
dos resultaron especificos para este genoma. El diseno in silico de cebadores fue
exitoso para 15 SNP, 7 presentaron polimorfismo homoélogo, mientras que 8 SNP
resultaron no homélogos. El cebador comin disefiado para amplificar cada SNP
resulté ser especifico para 3 SNP, semi-especifico para 8 SNP y especifico para
4 SNP.

4. Conclusiones y Trabajos futuros

La utilizaciéon de un microarray de genotipado permitié contar con 3232
marcadores nuevos para utilizar en la poblacion DH MxC, aunque el rendimien-
to de la tecnologia fuera del 9%. La versatilidad de la libreria RQTL para la
confeccion de mapas genéticos permitié integrar la informacién con marcadores
previamente reportados en la poblacién, potenciando la tecnologia del micro-
array. La existencia de una herramienta cuyo flujo de trabajo es especifico para
el desarrollo de marcadores KASP en trigo pan simplifica el disenio de cebadores
para el desarrollo de nuevos marcadores, frente a la complejidad que plantea el
genoma de la especie en estudio. El trabajo futuro es la validacién de los marca-
dores disenados in silico en genotipos recombinantes para la regién Qfhs.inta-7D
y la determinacién de un nuevo marcador que pueda transferirse a la comunidad
de mejoradores para su utilizacién en programas de mejoramiento.
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