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RESUMEN
El avance rdpido de generaciones (ARG) combinado con el cultivo in vitro de
embriones (CE) inmaduros y el método de descendencia de semilla unica (DSU o
“Single-Seed-Descent”, SSD) o “ARG+CE+DSU” son herramientas tecnolégicas que
permiten reducir significativamente el plazo de obtenciéon de un nuevo cultivar de
trigo avanzando cinco generaciones de autofecundacidn en un afio. A su vez, con las
técnicas de androgénesis in vitro (AlV) como cultivo de anteras (CA) y cultivo de
microsporas aisladas (CMA) se obtienen lineas dobles haploides (DHs) 100%
homocigotas en menos de un afio. Se planted la hipdtesis de que las poblaciones DHs
y F6 presentarian diferencias en su estructura genética. El objetivo fue desarrollar
cuatro poblaciones de lineas altamente endocriadas (LAEs), obtenidas por
ARG+CE+DSU y por AlV correspondiente a dos genotipos distintos, y caracterizarlas
utilizando marcadores moleculares del tipo de los polimorfismos de un sélo
nucleétido (“Single-Nucleotide-Polymorphisms”, o SNPs) detectados a través de la
técnica genotipado por secuenciacion (GBS). Los materiales de estudio consistieron
en dos poblaciones de la cruza INIA466: 91 lineas DHs y 55 lineas F6; y dos
poblaciones de la cruza INIA553: 92 DHs y 47 F6 (compartiendo un padre en comun).
El nUmero de SNPs de las cuatro poblaciones fue similar, pero el nimero de BIN-SNPs
(marcadores informativos, no-redundantes) fue dos veces mayor para las
poblaciones F6 en relacion con las poblaciones de DHs. Se realizé el mapa genético
para cada poblacidon obteniendo similar tamafio del genoma (2800 cM) con una
mayor cobertura en las poblaciones F6. Asimismo, se detectd mayor nivel de
heterocigosis residual (HR) y mayor nimero de loci en distorsidon de segregacion en
poblaciones F6 que en las DHs (p<0,05). El método de ARG+CE+DSU se presenté mas

apropiado que el de AlV para su aplicacion en programas de mejoramiento de trigo.

Palabras claves: trigo, avance radpido de generaciones, cultivo de embriones,

descendencia de semilla Unica, dobles haploides, genotipado por secuenciacion,

SNPs.
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GENOMIC ANALYSIS OF RECOMBINANT INBRED LINES OF WHEAT OBTAINED
FROM ANDROGENESIS AND RAPID GENERATION ADVANCEMENT
SUMMARY

Technics like the rapid generation advancement (RGA) and the production of doubled
haploid plants (DHs), allow breeders to reduce the time to develop a new wheat
cultivar. The combination of RGA, in vitro embryo culture (EC) and single seed descent
(SSD) called “RGA+EC+SSD” made possible to get five generations of wheat in one
year, from F1 to F6. On the other hand, with in vitro androgenesis it was possible to
get DHs in less than one year. The hypothesis for this research proposed that DHs and
F6 populations have different genetics characteristics. The objective was to develop
DHs and F6 populations and characterize them genotypically with SNPs detected by
GBS. The studied populations consisted of 91 DHs and 55 F6 of genotype INIA466,
and 92 DHs and 47 F6 of genotype INIA553. The number of SNPs was similar between
populations but the number of BIN-SNPs (informative markers, no redundant) was
twice as big for F6 than DH populations. The genetic map was similar between
populations (2800 cM) with a better coverage in F6. In the study, residual
heterozygosity and segregation distortion were calculated, resulting in higher
percentage of residual heterozygosity and loci in segregation distortion in the F6
populations than the DH (p<0,05). The RGA+EC+SSD method was found more

appropriated than in vitro androgenesis for wheat breeding programmes.

Key words: wheat, rapid generation advancement, double haploid, GBS, SNPs.
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1. INTRODUCCION

Debido al cambio climdtico, la agricultura a nivel mundial se enfrenta a
grandes desafios en los préximos afios, como son, la aparicién de nuevas
enfermedades y plagas. Ademas, el incremento de la poblacién mundial se estima
que ascenderd a 9 billones de habitantes para el 2050 (Hickey et al., 2017). El
desarrollo de nuevos cultivares con gran adaptabilidad a sistemas en constante
cambio serd la clave para el éxito en atender la creciente demanda de alimentos (De

la Fuente et al., 2013).

El trigo, cereal del género Triticum, es uno de los cultivos mas extensamente
sembrado en el mundo. Su gran adaptabilidad a diferentes ambientes a lo largo de la
historia (Feldman y Levy, 2012) y la gran variedad de productos que se obtienen a
partir de su grano han llevado a su gran expansion (Shewry, 2009). La produccién
mundial de trigo para el periodo 2017/2018 fue de 760 millones de toneladas (FAO,
2019).

El trigo (Triticum aestivum L.) es una especie autégama y hexaploide con 42
cromosomas (2n = 6x =42, genomas A, By D). La evolucidn natural de plantas nativas
diploides a plantas hexaploides dio origen a un cultivo con una amplia plasticidad
para adaptarse a diversos ambientes (Feldman y Levy, 2012). Primeramente, se dio
lugar a la hibridacién de las especies T. urartu (AA) y Ae. speltoides (BB) originando
descendientes tetraploides (T. turgidum AABB) y posteriormente, con la fusién de
éstas con T. tauschii (DD) se origind la especie hexaploide T. aestivum (AABBDD)

(Shewry, 2009; Sramkova et al., 2009).

El método de mejoramiento genético predominante en trigo es el método
convencional de seleccidn por pedigree. Desarrollar nuevos cultivares e introducirlos
en el mercado puede llevar al menos de 12 a 14 afos, lo que determina una de las

mayores limitantes y desafios en un programa de mejoramiento genético. Se



requieren de 4 a 6 generaciones de poblaciones segregantes para obtener lineas
avanzadas estables genéticamente antes de poder evaluarlas segun caracteristicas
agronomicas y de rendimiento (De la Fuente et al., 2013; Forster et al., 2014; Watson
et al., 2018). Ademas, ciertas caracteristicas del trigo dificultan el avance genético
como, su poliploidia, su gran tamano de su genoma (16Gb), el alto numero de
regiones repetidas y la presencia de genes duplicados en su genoma. Debido a esto,
la realizacion de mapas genéticos y el estudio de caracteres de herencia compleja se

ven afectados (Lado, 2012).

1.1 EL TRIGO EN URUGUAY
El mejoramiento genético de trigo en Uruguay se inicia con la llegada del Dr.
Alberto Boerger en 1912 y se consolida con la fundacidon del “Instituto Fitotécnico y

Semillero Nacional La Estanzuela” (IFSNLE) en Colonia en 1914 (Luizzi et al., 2018).

Los primeros trabajos realizados fueron recolectar y caracterizar las
poblaciones criollas utilizadas en ese momento en el pais, liberdandose en 1918 las
primeras variedades de trigo nacional. Desde sus inicios el objetivo principal del
programa de mejoramiento genético de trigo de INIA (PMGT) ha sido desarrollar el
germoplasma local. Mejorar las variedades en cuanto a su resistencia a
enfermedades y a su calidad de grano, logrando asi un impactante crecimiento en el

rendimiento por hectdrea (Luizzi et al., 2018).

El PMGT siempre fomentd y mantuvo un activo intercambio de materiales
genéticos tanto con paises de la region como del resto del mundo, con el objetivo de
mejorar la produccidn nacional incorporando germoplasma extranjero con
resistencia a las distintas enfermedades que afectan la produccion del cultivo a nivel

nacional (Luizzi et al., 2018).



En la historia del PMGT en La Estanzuela se han liberado mas de 65 variedades
de trigo con una prolongada utilizacién a nivel nacional. El desarrollo de variedades
se ha enfocado en la adaptabilidad a las condiciones de produccién de Uruguay con
una buena produccién de semilla, calidad industrial, sanidad e incremento del
rendimiento. El rendimiento promedio nacional de trigo se incrementd de 500 kg/ha
a principios del siglo pasado a 3667 kg/ha para el periodo 2016/2017 (DIEA, 2019).
Este aumento en el rendimiento fue resultado de la combinacion de buenas practicas
de manejo con genética superior desarrollada durante estos anos (Quincke et al.,

2018).

El PMGT durante los ultimos 100 afios ha estado sujeto a continuos desafios
gue lo han llevado a estar en una permanente transformacion. Uno de los puntos mas
importante del programa es la seleccion de variedades por su resistencia genética a
enfermedades. Este objetivo se ha mantenido durante todo este periodo, incluso, en
los sistemas que utilizan fungicidas como practica habitual para el control de

enfermedades (Luizzi et al., 2018; Quincke et al., 2018).

Afuturo deberan enfrentarse nuevos desafios en rendimientoy calidad, y sera
necesario la implementaciéon de tecnologias innovadoras como: herramientas
moleculares, fenotipado de precisién y a gran escala, incorporacion de seleccién
gendmica, exploracion de hibridos y transgénicos (Luizzi et al., 2018; Quincke et al.,
2018). A su vez, hay que destacar la existencia de tecnologias que permiten acelerar
el proceso de obtencién de nuevas lineas con alto nivel de homocigosis, como son el
avance rapido de generaciones (ARG) utilizando la descendencia de semilla Unica
(DSU) vy la producciéon de plantas dobles haploides (DHs) (Snape y Simpson, 1983).
Todas las técnicas y métodos que permitan reducir el plazo hasta obtener los
resultados buscados conllevan un impacto en la reducciéon de costos, y a su vez

pueden llevar a un aumento de la ganancia genética (Esteves et al., 2017).



1.2. TECNOLOGIAS PARA EL DESARROLLO DE POBLACIONES DE ALTO NIVEL DE
HOMOCIGOSIS: RILS (F6) y DH

1.2.1. Produccion de lineas recombinantes endocriadas

En los programas de mejoramiento de autégamas es esencial obtener lineas
puras homocigotas o RILs (recombinant inbred lines), proceso que consta de
autofecundaciones sucesivas por varias generaciones y, en un programa
convencional puede llevar de 10 a 15 afios (Zheng et al., 2013). Goulden (1939) y mas
tarde Brim (1966), citados por Forster et al. (2014) desarrollaron la técnica DSU con
la cual, en cada una de estas generaciones se cosecha una sola semilla por planta a
partir de la F2 y esto se repite, hasta una generacion con elevado porcentaje de
homocigosis (por ejemplo, F6). La cosecha de una sola semilla por planta permite la
siembra de las poblaciones de trigo a altas densidades y en lugares reducidos, como
son los invernaculos y las camaras de crecimiento, incrementando asi, el n
poblacional de un programa de mejoramiento genético de trigo (Zheng et al., 2013;

Forster et al., 2014).

Mas recientemente, se han desarrollado tecnologias de crecimiento del
cultivo que permiten la reduccién del intervalo generacional de los cultivos, o sea, la
duracion entre semilla y semilla, al provocar un adelanto dramdtico en la fecha de
floracion. EI ARG o “speed breeding” es un método que permite reducir el tiempo de
obtencion de lineas avanzadas mediante el control de los factores ambientales
(temperatura, fotoperiodo, fertilizaciéon, riego y humedad) acelerando asi la
obtencién de nuevas variedades (Watson et al., 2018). Es un método aplicable a
cualquier programa de mejoramiento genético, aunque en el caso del trigo, se
presentan algunas dificultades como la dormancia, la cual retrasa la cosecha de la

semilla (Czarnecki, 1988).

Mukade (1974), llegd a producir de cuatro a cinco generaciones de trigo en

un afio, acelerando el crecimiento de las plantas y adelantando la fecha de floracién



en condiciones controladas e induciendo a las semillas a una germinacion temprana.
Posteriormente De Pauw y Clarke (1976), continuaron la investigacién con el objetivo
de levantar la dormancia en semillas de trigo. La dormancia es un mecanismo de
autoproteccion de las semillas para evitar que éstas germinen en un momento del
ano desfavorable para el desarrollo de la planta, retrasando seriamente el proceso

de obtencién de la préxima generacién de trigo.

La técnica de cultivo de embriones (CE) consiste en la extraccién del embrion
inmaduro de trigo con dos semanas de desarrollo para, posteriormente, sembrarse
en un medio de cultivo bajo condiciones in vitro. Esta técnica puede emplearse para
levantar la dormancia en trigo y acelerar asi, la obtencién de lineas altamente

endocriadas (Zheng et al., 2013).

Zheng et al. (2013), publicaron un método de ARG donde controlaron el riego,
la intensidad y duracién de la luz, la temperatura y los nutrientes y, adicionalmente
aplicaron el CE, permitiendo la produccion de hasta ocho generaciones de trigo al
afio. El trigo se comporta como una planta de dia largo (PDL) y es sensible a la
temperatura en su desarrollo. Con la combinacién de los factores iluminacion,
temperatura, densidad y nutricidon se logra acelerar el crecimiento de las plantas,
permitiendo llegar a antesis a las 4 semanas y a madurez a las 8 semanas (Hickey et

al., 2009; Sysoeva et al., 2010).

Hickey et al. (2017), han empleado el método de “speed breeding” como una
herramienta para acelerar el proceso de apilado de genes en los programas de
mejoramiento y la deteccidn de genes de resistencia a multiples enfermedades en
cebada. El avance rapido de las generaciones segregantes permite realizar
entrecruzamientos entre distintos materiales con el fin de agregar o pilar genes. A su
vez, el “speed breeding” puede combinarse con herramientas como la seleccidn

gendmica (SG) mediante la cual se pueden realizar predicciones fenotipicas en base



al genotipo de los individuos, y con la seleccién asistida por marcadores (SAM),
disminuyendo el tiempo requerido para la generacién de una nueva variedad. En la
SAM se identifican marcadores asociados a genes de interés pudiendo identificar

cultivares en base a caracteristicas genéticas (Lado, 2012).

1.2.2. Produccion de lineas DHs

La poblacién de plantas DHs puede generarse mediante una gran variedad de
técnicas, en particular, las mas utilizadas son las derivadas de la androgénesis in vitro
(AlV). La androgénesis es el proceso celular en el cual las células gametofiticas o
granos inmaduros de polen (microsporas) se convierten en células esporofiticas
formando pseudoembriones (“ELS” por su sigla en inglés: “Embryo Like Structure”)
bajo determinadas condiciones. Al manipular el entorno de las células gaméticas, es
posible desviar el desarrollo para producir estos ELS en lugar de granos de polen
maduros. La embriogénesis de microsporas tiene el potencial de generar varios
cientos de plantas haploides a partir de una sola antera en el caso del cultivo de
anteras (CA). La duplicacién cromosémica inducida o espontdnea de células
embriogénicas haploides produce plantas dobles haploides (DHs). Estas son plantas
completamente homocigotas, reproductores verdaderos y, por consiguiente, de gran
importancia en genética y fitomejoramiento (Zheng, 2003; Cistué y Kasha, 2005;
Guzy-Wrdbelska et al., 2007; Forster y Thomas, 2010; Lantos et al., 2016; Patial et al.,
2017).

La produccion de DH depende de diversos factores: el genotipo de las plantas
donantes y sus condiciones de crecimiento (luz, fotoperiodo, temperatura y
condiciones de nutricidn), el desarrollo de las microsporas, los pretratamientos, la
composicién del medio de cultivo y los factores fisicos durante la etapa de cultivo in
vitro (Cistué y Kasha, 2005; Murovec y Bohanec, 2012). El punto critico en la
producciéon de DHs es el momento de la cosecha de las espigas. El mismo debe

realizarse en el estado uninucleado tardio del crecimiento de las microsporas. La



aplicacion de estrés o pretratamiento previo a la cosecha es determinante en el
cambio de la via de crecimiento de la célula de gametofitica a esporofitica (Zheng,

2003).

Algunos genotipos responden mejor que otros frente a los cambios en las
condiciones de crecimiento (pretratamiento o estrés). Debido a esto, es muy
importante generar un ambiente adecuado para el desarrollo de las microsporas a
posteriori. Existen dos problemas en la produccion de DHs: los genotipos
recalcitrantes con problemas de embriogénesis, que generan un muy bajo nimero
de plantas, y el albinismo, que genera plantas albinas debido a la ausencia de
cloroplastos viables. La obtencién de plantas albinas se debe tanto a factores
genéticos como a factores ambientales (Liu et al., 2002), pero principalmente se debe
a las condiciones ambientales inadecuadas del crecimiento de las microsporas
(Esteves et al., 2014). Es posible que estos genotipos se vean fuertemente
influenciados por la etapa de estrés y no sean eficientes en la asimilacién de los

nutrientes durante el desarrollo de las microsporas (Liu et al., 2002).

El CAy el CMA (cultivo de microsporas aisladas) son técnicas de androgénesis
in vitro (AlV) que permiten generar plantas DHs en menos de un afo. En el CA se
siembran las anteras en medios de cultivo a diferencia de la técnica de CMA, en la
cual se siembran las microsporas directamente (Ferrie y Caswell, 2011). En los afios
1970s se obtuvieron las primeras plantas DHs de trigo por CA (Zheng, 2003) y en 1993
por CMA (Due Tuvesson y Ohlund, 1993). Ambas técnicas han sido utilizadas en las
Ultimas décadas masivamente en muchos programas de mejoramiento (Courtois,
1993) aunque todavia estan limitadas a determinadas especies. Los protocolos de
produccién de DHs varian en la respuesta que se obtiene entre especies e incluso

entre genotipos de la misma especie (Murovec y Bohanec, 2012).



El CA es el método de obtencion de DHs mds difundido en trigo, aunque
existen dos puntos que destacan al CMA en relacion con el CA. Estos dos aspectos
son la mayor eficiencia en el tiempo empleado de cara a los resultados y la
accesibilidad de las microsporas para obtener los nutrientes para su correcto
desarrollo. Sin embargo, para aplicar la técnica CMA se requieren mayores
conocimientos vinculados al desarrollo de las microsporas, asi como también

mayores habilidades técnicas que en el CA (Ferrie y Caswell, 2011).

La variacion genética y las diferentes respuestas a los tratamientos de estrés,
asi como también la condicidn recalcitrante de algunos genotipos a la produccion de
DHs, hacen de la técnica una limitante para su utilizacion masiva en todos los
programas de mejoramiento (Zheng, 2003). Por otro lado, la produccion de DHs tiene
la ventaja sobre los métodos convencionales de produccién de lineas avanzadas
endocriadas, de obtener plantas 100% homocigotas en una sola generacion
ahorrando tiempo sustancial en un programa de mejora. Incluso en las especies con
incompatibilidad de autofecundacion son la Unica técnica disponible para alcanzar la
homocigosis (Murovec y Bohanec, 2012). Otras ventajas incluyen, el desarrollo de un
gran numero de lineas homocigotas, la posibilidad de obtener semillas para fines de
produccién en un periodo muy breve de tiempo, un andlisis genético eficiente y el

desarrollo de marcadores para caracteristicas de seleccién (Forster y Thomas, 2010).

La obtencion de plantas homocigotas en menos de un aifo ha resultado de
gran utilidad en los distintos programas de mejoramiento de cultivos. Su
incorporacion no solo ha reducido los tiempos de obtencién de nuevas generaciones
sino también se han incluido en diversas areas de investigacion como la realizaciéon
de mapas genéticos, descubrimiento de QTL y analisis de genes (Zheng, 2003; Cistué

y Kasha, 2005; Guzy-Wrdbelska et al., 2007; Lantos et al., 2016; Patial et al., 2017).



1.3. MARCADORES MOLECULARES

La gendémica se define como el estudio del genoma de un organismo y es el
nuevo campo de andlisis para mejorar el uso de los recursos genéticos de los cultivos,
se aplica a la identificacion de genes y marcadores moleculares (Dhanapal, 2012). El
estudio de los marcadores moleculares se basa en el analisis de la variacion genética
entre los individuos y las poblaciones, detectando los polimorfismos en la secuencia

de ADN (Scheben et al., 2017, Uauy, 2017).

Desde el descubrimiento de los marcadores moleculares en 1980, se han
desarrollado una amplia variedad de estos. Se utilizan para el desarrollo de mapas
moleculares, genéticos vy fisicos con el fin de identificar los genes y/o los rasgos de
control de caracteres cuantitativos (QTL) de importancia econémica (Dhanapal,
2012). La seleccién indirecta de QTL a través de los marcadores moleculares es
utilizada ampliamente debido a que los marcadores moleculares no se influencian
por el medio ambiente y se pueden calificar en todas las etapas del crecimiento de la

planta (Gupta et al., 1999).

Con la aparicion de nuevas técnicas moleculares denominadas préoxima
generacion de secuenciacién (NGS por su sigla en inglés: “Next Generation
Secuencing”) se ha revolucionado la gendmica. El desarrollo de estas nuevas
tecnologias ha permitido la secuenciacién masiva de ADN a un costo accesible, dando
origen a diversos analisis entre el genotipo y el fenotipo contribuyendo asi a la

caracterizacion genética de las plantas (Barabaschi et al., 2016).

Existen varios enfoques dentro de las NGS que permiten descubrir, secuenciar
y validar miles de marcadores moleculares en cualquier genotipo de interés (Davey
et al., 2011). Previo a la aparicion de estas nuevas técnicas los marcadores

moleculares ya brindaban un gran aporte a los programas de mejora. Actualmente se



pueden obtener miles de marcadores en forma mas rapida y a un menor costo

(Barabaschi et al., 2016).

Actualmente el tipo de marcador mas utilizado son los SNPs (“Single-
Nucleotide-Polymorphisms”), debido a que, son bialélicos adquiriendo dos formas
posibles, su evaluacién es sencilla, su abundancia en los genomas y a la mayor
resolucidon de los mapas creados en comparacion con otros tipos de marcadores
(Mammadov et al., 2012). Son polimorfismos de una base en la secuencia de ADN,
siendo una de sus grandes ventajas la deteccién de los “marcadores perfectos” los
cuales estan ubicados en el gen de interés. Los SNPs son utilizados, entre otras
aplicaciones, para mapeo de ligamiento, el analisis de rasgos cuantitativos (QTL), el
estudio de asociacién (GWAS), la seleccion asistida por marcadores (MAS) y la

seleccion gendmica (GS) en los diferentes cultivos (Scheben et al., 2017).

1.4. GENOTIPADO POR SECUENCIACION (GBS)

El GBS fue disefiado como un método simple y econdmico para detectar SNPs.
Identifica un amplio nimero de marcadores en una poblacién siendo aplicable a
diferentes cultivos (Poland et al., 2012; Alipour et al., 2017). Ademas, se destaca por
su simplicidad en la preparacién de las librerias y por requerir una baja concentracion

de ADN de las muestras (Torkamaneh et al., 2017).

El método consiste en la digestion del ADN gendmico con enzimas de
restriccion especificas que permiten eliminar los segmentos repetitivos del genoma
y destacar aquellos de baja frecuencia de repeticién reduciendo la complejidad del
genoma. Posteriormente, ocurre la ligacién de los segmentos a los adaptadores, su
amplificacién por PCR y la secuenciacidon del ADN (Figura 1) (Elshire et al., 2011;
Poland et al., 2012; Sonah et al., 2013; Scheben et al., 2017).

10



Figura 1: Pasos en la construccion de las librerias GBS
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Fuente: Elshire et al., 2011

Las nuevas herramientas de NGS, como el GBS, proporcionan una enorme
cantidad de informacion genética. En la actualidad el analisis de esta cantidad de
informacién es uno de los cuellos de botella en |la genética molecular. Para esto, se
han desarrollado algoritmos computacionales que permiten identificar a los
verdaderos SNPs, diferenciando entre la verdadera variacion bioldgica y los errores

computacionales (Lai et al., 2012; Mammadov et al., 2012).

Estos programas informaticos llamados pipelines permiten analizar las
secuencias de ADN y estan constituidas por distintos programas informaticos que
analizan la informacidn en fases secuenciales. Primero, se realiza el ingreso de las
secuencias en bruto, luego la organizacion de las lecturas, la deteccidn de secuencias
de baja calidad, el ensamblaje o alineamiento de reads, identificacion de loci
polimdrficos y finalmente, se detectan los marcadores verdaderos para cada loci. Una
de las pipelines utilizadas para la organizacién y comprension de la informacién
genética brindada por GBS es la FastGBS pipeline. Esta hace uso de un grupo de
programas informaticos (Sabre, Cutadapt, BWA, SAMtools y Platypus) que dan origen
a los diferentes archivos en cadena analizando la informacion mediante el uso de un

genoma de referencia (Torkamaneh et al., 2017).
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El GBS ademads de ser una herramienta de genotipado brinda la informacion
descriptiva de las distintas lineas que integran una poblacion de estudio como, por
ejemplo, su nivel de heterocigosis. Con el nimero de SNPs verdaderos para cada una
de ellas se pueden realizar diversos estudios como, la construccién de mapas
genéticos (distancia entre marcadores segun frecuencia de recombinacion,

marcadores con distorsion de segregacion).

1.5. MAPA GENETICO

Los mapas genéticos permiten comprender la estructura y organizacion de los
genomas, a partir de los cuales se pueden deducir los patrones de evolucion y las
relaciones sintéticas entre las especies. Estos, proporcionan un marco para el mapeo
de genes de interés, brindan la informacién para determinar asociaciones genotipo-
fenotipo y, son la base para la manipulacion de genes, tecnologia destacada para la

produccion de los mejores recombinantes (Forster y Thomas, 2010).

El estudio de los mapas genéticos, que se basa, en el concepto de la
recombinacién genética durante la meiosis y requiere del analisis del mapa de
ligamiento, es una herramienta indispensable para cualquier programa de
mejoramiento genético (Mammadov et al., 2012). La distancia entre SNPs en
centimorgan (cM) es una medida de la frecuencia de recombinacién genética
observada entre dos marcadores genéticos de un cromosoma, cuanto mayor es la
distancia entre dos marcadores hay mayor frecuencia de recombinacion (Wingen et

al., 2017).

La creacién de un mapa genético es de gran utilidad para el estudio del
potencial genético de las plantas. En muchas especies se han creado mapas genéticos
y han sido utilizados en analisis de QTLs, identificacién de genes, organizacién del

genoma y estudios evolutivos. El desarrollo de un mapa genético es el primer paso
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para identificar los factores que controlan la expresiéon de las caracteristicas

econdmicamente importantes en el cultivo de trigo (Blanco et al., 1998).

1.6. DISTORSION DE SEGREGACION

La distorsion de segregacion (DS) se define como la desviacién de la
segregacion mendeliana esperada para un gen o marcador, donde uno de los alelos
se hereda con mayor frecuencia que el otro. Las frecuencias alélicas de cada
marcador en una poblacion de estudio generadas mediante la técnica de GBS,
permite estudiar el fendmeno de DS (Bélanger et al., 2016). Este fendmeno y sus
causas aun no se han comprendido por completo, un solo mecanismo o una

combinacion de éstos puede ser responsable de la DS (Baloch et al., 2016).

La DS se ha reportado en diferentes especies, tanto en poblaciones naturales
como en poblaciones obtenidas por: haploides duplicados (Adamski et al., 2014), DSU
o por el método convencional (Wingen et al., 2017). Se observa con mayor frecuencia
en especies poliploides como poblaciones de trigo tetraploide y hexaploide (Baloch
et al., 2016). Las poblaciones de RIL tienen el mayor potencial de presentar DS como
consecuencia de las fuerzas de seleccidon durante muchas generaciones (Singh et al.,

2007).

La DS puede ocasionar la pérdida de genes de interés o la modificacién de las
caracteristicas agronémicas deseadas. Ademads, cuando los marcadores con DS se
incluyen en los andlisis pueden generar errores en la creacidn de los mapas de QTLs.
En consecuencia, en un programa de mejoramiento genético, es un punto importante
para analizar (Adamski et al., 2014). En la construccién de los mapas este fendmeno
afecta la estimacidn de las frecuencias de recombinacién y la formacién de los grupos
de ligamiento (Baloch et al., 2016). Los loci en DS se identifican como LDS y éstos,

tienden a agruparse en segmentos de DS (SDS) en el genoma (Wingen et al., 2017).
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1.7. OBJETIVOS

1.7.1. Objetivo general

Caracterizar genéticamente mediante GBS 6 poblaciones de trigo del
programa de mejoramiento genético de INIA, derivadas de tres cruzamientos y dos

tecnologias: 1) ARG+CE+DSU y II) AIV mediante CA/CMA.

1.7.2. Objetivos especificos

Adecuar y protocolizar el método ARG para producir al menos 5 generaciones de
endocria en 1 afio generando las poblaciones F6 (derivadas de F1s biparentales).
Obtener las poblaciones de trigo DHs por CA/CMA (derivadas de F1s) en un plazo
menor a 1 afio.

Caracterizar las poblaciones DHs y F6 en base a los marcadores moleculares (SNPs)
obtenidos por GBS.

Comparar ambos métodos ARG+CE+DSU y AlV en base a las caracteristicas genéticas
heterocigosis residual, mapa genético y distorsion de segregacion, de los productos

obtenidos con cada uno de ellos.

1.8. HIPOTESIS
Los métodos ARG+CE+DSU y CA/CMA, aplicados para asistir a los programas
de mejoramiento de trigo, presentan diferencias en la estructura genética de los

productos obtenidos, poblaciones F6 y poblaciones de plantas DHs.
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2. ANALISIS GENOMICO DE LINEAS ALTAMENTE ENDOCRIADAS DE

TRIGO OBTENIDAS POR ANDROGENESIS IN VITRO Y AVANCE RAPIDO

DE GENERACIONES

GENOMIC ANALYSIS OF RECOMBINANT INBRED LINES OF WHEAT OBTEINED BY
ANDROGENESIS AND RAPID GENERATION ADVANCEMENT

Mastropierro MM.}, Quincke M.?", Castillo A., Dalla Rizza M.}, Esteves P.2, Hernandez L.3, Belzile F.2

Estacion Experimental INIA-Las Brujas, Ruta 48 Km 10. Rincén del Colorado, Canelones, Uruguay
2Faculté des sciences de l'agriculture et de I'alimentation, Université Laval, 2425 rue de I'Agriculture,
Québec, Canada

3Estacion Experimental INIA-La Estanzuela, Ruta 50, Km 11 Colonia, Uruguay

2.1. ABSTRACT

A conventional breeding program of wheat needs many years to develop a new
cultivar. Tools like rapid generation advancement (RGA) and doubled haploid plants
(DHs) production allow a considerable reduction of the time required. The RGA
combined with in vitro embryo culture (CE) and single seed descent (SSD) allowed to
get five generations of wheat in one year, from F1 to F6. On the other hand, using in
vitro androgenesis, it was possible to get DHs in less than one year. The hypothesis
of this research proposed that DHs and F6 populations have different genetics
characteristics. The objective was to characterize RILs populations (DHs and F6) SNPs
detected by GBS. The number of SNPs was similar between populations but the
number of BIN-SNPs (informative markers, no redundant) was twice as big for the F6
population. The genetic map was similar between populations (2800 cM) with a
better coverage in the F6. In addition, residual heterozygosis and segregation

distortion presented a larger percentage for F6 than DH with p<0,05.

Key words: wheat, rapid generation advancement, double haploid, GBS, SNPs.
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2.2. RESUMEN
En un programa de mejoramiento genético convencional de trigo desarrollar nuevos

cultivares puede llevar muchos afios. Las herramientas tecnoldgicas como el avance
rdpido de generaciones (ARG) y la produccién de plantas dobles haploides (DHs)
permiten reducir notoriamente estos tiempos. En esta investigaciéon se combind el
ARG con el cultivo in vitro de embriones (CE) inmaduros y el método de descendencia
de semilla Unica (DSU o “Single-Seed-Descent”, SSD) logrando avanzar 5 generaciones
de trigo en 1 afio, de F1 a F6. Por otro lado, mediante técnicas de androgénesis in
vitro (AIV) en menos de 1 afio se obtuvieron lineas DHs. Se planted la hipdtesis de
que las poblaciones DHs y F6 presentarian diferencias en su caracterizacién genética.
El objetivo fue desarrollar y caracterizar lineas altamente endocriadas (LAEs),
obtenidas por ARG y por AlV, utilizando marcadores moleculares SNPs detectados a
través de genotipado por secuenciacion (GBS). El nimero de SNPs que se obtuvo en
poblaciones F6 y DHs fue similar, pero, el nimero de BIN-SNPs (marcadores
informativos, no-redundantes) fue dos veces mayor para las primeras. El mapa
genético fue similar en cuanto a largo de genoma (2800 cM), sin embargo, las F6
tuvieron mayor cobertura. Asimismo, se midié mayor porcentaje de heterocigosis
residual y loci en distorsion de segregacion en las poblaciones F6 que en las

poblaciones DHs (p<0,05).

Palabras claves: trigo, avance rdpido de generaciones, dobles haploides, GBS, SNPs.

2.3. INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum L.) es uno de los cultivos mas extensamente
sembrado en el mundo. Su gran capacidad de adaptacidn a diferentes ambientesy la
gran variedad de productos que se obtienen a partir de su grano han llevado a su gran

expansion (Shewry, 2009).

En los programas de mejoramiento genético de trigo la produccién de lineas

homocigotas mediante el método convencional es la etapa mas extensa. Esta etapa
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que lleva a la estabilizacién y homogeneizacién de los genes recombinados y que se
realiza mediante autofecundaciones sucesivas lleva de 5 a 6 generaciones. Reducir el
tiempo para desarrollar nuevos cultivares es uno de los temas que preocupan a nivel
de mejoramiento genético (Forster et al., 2014). Las herramientas tecnolégicas como
el avance rapido de generaciones (ARG) combinado con el cultivo de embriones (CE)
y la descendencia de semilla Unica (DSU) denominado ARG+CE+DSU, y la produccidn
de plantas dobles haploides (DHs) permiten acortar el plazo para obtener lineas

altamente endocriadas (LAEs) (Esteves et al., 2017).

El ARG es una herramienta tecnoldgica que permite acortar los tiempos de
desarrollo de un nuevo cultivar, sometiendo a las plantas a condiciones de
crecimiento controladas bajo fotoperiodos extendidos y regimenes de alta
temperatura, en camaras de crecimiento o invernaculos (Li et al., 2018). Acelerando
el crecimiento de las plantas se logran hasta 8 generaciones en trigoy 9 generaciones
en cebada (Zheng et al., 2013) en lugar de 2 a 3 generaciones en invernaculo en un
afio. El ARG se puede complementar con la descendencia de semilla Unica (DSU)
cosechando una semilla por planta y, con la técnica cultivo de embriones (CE)
cosechando el grano inmaduro (Mastropierro et al., 2018), aumentando asi la
eficiencia del método. Con la DSU en cada generacién de trigo se cosecha una sola
semilla por planta a partir de la F2 y hasta lograr una generaciéon con elevado

porcentaje de homocigosis (por ejemplo, F6) (Forster et al., 2014).

Esta tecnologia se puede complementar con otras herramientas tales como la
seleccién por marcadores moleculares, la seleccién gendmica o la edicion genémica.
A su vez, su implementacidn en el método convencional permite acelerar Ia

obtencioén de nuevos cultivares (Watson et al., 2018).

La produccién de DHs permite obtener una linea estable genéticamente en

menos de un afio (Patial et al., 2017). Las técnicas como el cultivo de anteras (CA) y
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el cultivo de microsporas aisladas (CMA) permiten desarrollar poblaciones de plantas
DHs o lineas recombinantes 100% homocigotas en un periodo de 8 a 9 meses (Lantos

etal., 2016).

La genética moderna se basa en el estudio de los marcadores moleculares. El
analisis de la variacidén genética entre individuos y poblaciones permite identificar
genotipos y conectarlos a fenotipos. Actualmente el tipo de marcador mas utilizado
son los polimorfismos de nucleétido simple (SNPs) debido a su abundancia en los
genomas y a la mayor resolucion de los mapas creados en comparacion con otros
tipos de marcadores (Mammadov et al., 2012). Los SNPs son polimorfismos de una
base en la secuencia de ADN, siendo una de sus grandes ventajas |la deteccién de los
“marcadores perfectos” los cuales estan ubicados en el gen de interés. Los SNPs son
utilizados, entre otras aplicaciones, para mapeo de ligamiento, el analisis de rasgos
cuantitativos (QTL), el estudio de asociacion (GWAS), la seleccién asistida por
marcadores (MAS) y la seleccion gendmica (GS) en los diferentes cultivos (Scheben et

al.,, 2017).

El GBS (Genotipado por Secuenciacion) es una herramienta de NGS (“NGS”
por su sigla en inglés: “Next Generation Sequencing”) que resulta muy atractiva
debido a su simplicidad, eficiencia y bajo costo (Torkamaneh et al., 2017) e identifica
un amplio numero de marcadores SNPs en una poblacién, siendo aplicable a
diferentes cultivos (Poland et al., 2012; Alipour et al., 2017). La informacidn genética
que se obtiene a través de las nuevas herramientas de secuenciacion NGS han
permitido investigar ain mas la organizacién y evolucién de los genomas en las

distintas especies (Barabaschi et al., 2016).

El GBS consiste en la digestidon del ADN gendmico con enzimas de restriccion

especificas, que permiten eliminar segmentos repetitivos del genoma y destacar

aquellos de baja frecuencia, reduciendo asi la complejidad del genoma.
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Posteriormente, se realiza la ligacién de los segmentos a adaptadores, su
amplificacion por PCR y finalmente la secuenciacién del ADN (Elshire et al., 2011;

Scheben et al., 2017).

El objetivo de esta investigaciéon fue desarrollar, caracterizar y comparar
poblaciones DHs y F6 del programa de mejoramiento genético de trigo de INIA
(PMGT) obtenidas por dos herramientas (CA/CMA y ARG, respectivamente) que
permiten la rapida obtencién de lineas altamente endocriadas en base a marcadores

moleculares (SNPs) generados por GBS.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Material vegetal

2.4.1.1. Obtencion de las poblaciones de plantas DHs

Las poblaciones de trigo utilizadas en la investigacion fueron parte del
Programa de Mejoramiento genético de trigo (Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria, INIA, Uruguay). Se eligieron tres cruzamientos resultantes de lineas
puras elite del programa: INIA466 (LE2430xGénesis2375), INIA501(LE2433xFuste) e
INIA553 (LE2438xKlein Nutria).

Se sembraron 5 semillas F1 correspondiente a cada uno de los cruzamientos
y se crearon las poblaciones DHs por CA y CMA segun el protocolo de Marchand et
al. (2008). La produccién de DHs se realizé en la Universidad Laval de Quebec,

Canada.

2.4.1.2. Obtencion de las poblaciones de lineas F6

Para la obtencién de las poblaciones F6 por ARG+CE+DSU se utilizaron los
mismos cruzamientos que en las DHs (INIA466, INIA501 e INIA553). Se cultivaron 5
semillas F1 correspondiente a cada cruzamiento en cdmara de cultivo con una

intensidad luminica de 400 pmol/m?.seg. La temperatura fue de 28 °C durante el dia
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y 20°C en la noche vy la dosis de fertilizante fue de 1 gramo por litro de agua de triple
20 (20:20:20 NPK) aplicado junto al riego 3 veces por semana. Una vez en el estado

6ptimo de cosecha, se aplicé la técnica de cosecha masal por cada cruzamiento.

Posteriormente, se sembraron 150 plantas F2 para cada cruzamiento en
almacigueras de 72 plantas cada una, usando sustrato promix, bajo condiciones
controladas en inverndculo y cdmara de cultivo. La temperatura oscilé entre 20 y 28
grados °C (noche-dia) con un fotoperiodo de 24 horas luz (tubos fluorescentes “Cool
white” (430 nm) y bulbos incandescentes con filamentos de tungsteno (670 nm)) y
una humedad del 80%. La dosis de fertilizante fue de 1 gramo por litro de triple 20

(20:20:20 NPK) aplicado 3 veces por semana desde la siembra a post-floracién.

A partir de la generacién F2 se cosechd un grano de cada planta en estado
lechoso — pastoso de acuerdo con la técnica DSU, vy se realizd el CE en condiciones in
vitro. Los embriones fueron sembrados en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog,
1962) y se mantuvieron en cdmaras a 24°C e iluminacidon provista por tubos
fluorescentes “Cool White” a una intensidad de 150 pmol/m2.seg. En estas
condiciones, luego de 7 a 8 dias los embriones dieron origen a plantulas que estaban
aptas para trasplantarse en almacigueras. Para cada una de las generaciones desde

F2 a F6 se realizé el mismo procedimiento.

2.4.2. Extraccion de ADN

Primeramente, se obtuvieron 20 mg de peso verde de muestra de hoja de
cada planta albina y verde DH y de las plantas F6. Posteriormente, se realizé la

extraccion de ADN utilizando DNeasy Plant Kit (Qiagen Sciences, Germantown, MD).

Una vez, finalizadas las extracciones se realizaron los correspondientes

analisis de calidad del ADN mediante electroforesis, y se midié la concentracién

mediante absorbancia utilizando la herramienta “Spark” de Teacan Group. Una
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concentracién de 20 ng/ul por muestra fue usado para preparar los platos de GBS (96

muestras/plato).

2.4.3. Secuenciacion y obtencion de SNPs

Se realizé la secuenciacidon de las muestras de ADN mediante la técnica GBS
utilizando el genoma de referencia del trigo de la variedad “Chinese Spring” en la
plataforma de analisis genédmico (IBIS, Universidad Laval), las librerias fueron creadas
segun Elshire et al. (2011). Posteriormente, el grupo de marcadores que se obtuvo,
se filtro y se analizé en la FastGBS pipeline (Torkamaneh et al., 2017). Se eliminaron
aquellos SNPs con informacidn faltante mayor al 80%, y un MAF (frecuencia del alelo
menor) < 0,05, creando asi, un grupo de SNPs representativos de cada poblacién DHs

y F6.

Una vez filtrados los datos en la pipeline se estimaron las frecuencias alélicas
para cada marcador en la poblacion y se determind su significancia estadistica por
prueba de chi-cuadrado. Se analizaron aquellos grupos de SNPs que diferian de la
segregacion mendeliana 1:1. Los marcadores con frecuencias alélicas para ambos
alelos mayores a 0,60 y menores a 0,40 (p<0,05), se reportaron como loci en
distorsién de segregacion (LDS). A los LDS que se agruparon formando la denominada
“burbuja” en la grafica de distribucidn de sus frecuencias alélicas en el cromosoma se

les llamé segmentos en distorsidn de segregacién (SDS).

2.4.4. Utilizacion del Software QTL IciMapping

Se utilizé el software QTL IciMapping (Meng et al., 2015) para aplicar la
funcién BIN con la finalidad de eliminar los marcadores redundantes y la funcion MAP

para la realizacidn de los mapas genéticos de las distintas poblaciones.

Los marcadores redundantes estan fuertemente ligados segregando juntos en

una poblacion genética (regién del cromosoma Ilamada BIN) y consecuentemente,
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no aportan informacién relevante en un estudio genético. En un analisis de
ligamiento la frecuencia de recombinacidn entre ellos es cero. Mediante la funciéon
BIN se detectaron estas regiones a lo largo del genoma (BIN) para integrar el mapa

genético.

2.5. RESULTADOS

2.5.1. Marcadores moleculares

Los tres genotipos de la investigacion (INIA466, INIA501, INIA553) se crearon
a partir del cruzamiento entre dos lineas puras diferentes, resultando en plantas F1
para el inicio del estudio. Si bien, en la investigacion se analizan genotipos diferentes,

a los objetivos de este trabajo la informacién de pedigree no es relevante.

El cruzamiento INIA466 quedd constituido por 91 lineas DHs (33 plantas
verdesy 58 plantas albinas) y 55 lineas F6; y el cruzamiento INIA553 por 92 lineas DHs
(37 plantas verdes y 55 albinas) y 47 lineas F6. El tercer cruzamiento (INIA501) en
cambio, se presenté como recalcitrante a la embriogénesis in vitro y dio lugar a un
muy bajo numero de lineas DHs. Consecuentemente, este cruzamiento se eliminé de

la investigacion.

Cada una de las poblaciones se caracterizé mediante el estudio de los grupos
de SNPs generados a partir de la FastGBS pipeline. Para el cruzamiento INIA466 el
numero de marcadores fue de 15949 y 16580 para las poblaciones DHs y F6,
respectivamente. En este cruzamiento, DHs y F6 compartieron los mismos parentales
recibiendo asi la misma informacion genética, del total de SNPs casi el 100% (15246)
resulté comin a ambas poblaciones. En el cruzamiento INIA553, se obtuvieron 13702
y 12192 SNPs para las poblaciones DHs y F6, respectivamente. A diferencia del
cruzamiento anterior las DHs y F6 presentaban un parental en comun, por lo tanto,

solo 5429 SNPs (casi el 50% de SNPs) resultaron comunes para ambas poblaciones.
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Se detectd un numero de BIN diferente en las poblaciones DHs que las
poblaciones F6 para ambos genotipos. En el cruzamiento INIA466 el numero de
marcadores BIN fue 2 veces mayor para la poblacién F6 (DHs: 1089 y F6: 2383),

ocurriendo una tendencia similar en el cruzamiento INIA553 (DHs: 1009 y F6: 2110).

2.5.2. Mapas genéticos

Para cada poblacidn se crearon los respectivos mapas genéticos en base a sus
marcadores BIN. En el cruzamiento INIA 466, en la poblacion DHs se cred el mapa
genético en base a 1089 BIN y, para la poblacién F6, en base a 2383 BINs. En el
cruzamiento INIA553, se cred el mapa genético de la poblacion DHs en base a 1009
BIN y para la poblacion F6 en base a 2110 BINs. Tanto en el cruzamiento INIA466

como el INIA553 el niUmero de lineas F6 fue 50% menor que el nimero de lineas DHs.

En el cruzamiento INIA466 el largo del mapa fue similar para ambas
poblaciones (DHs: 2862 cM y F6: 2876 cM), destacandose en el genoma A y B mayor
largo que en el genoma D. En el cruzamiento INIA553 ocurrié la misma tendencia que
en el cruzamiento INIA466. El largo del mapa genético fue similar para ambas
poblaciones (DHs: 2431 cM y F6: 2525 cM), destacdndose en el genoma A y B mayor

largo que en el genoma D (Cuadro 1).

Cuadro 1: Largo del mapa genético en cM segun poblacién

POBLACION DH466 ARG466 DH553 ARG553
2862 2876 2431 2525
GENOMA
(cM)
A B D A B D A B D A B D
1258 1066 538 1262 1122 492 1077 1020 334 1091 1134 299
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En las poblaciones F6 de ambos cruzamientos la cobertura promedio o
densidad de marcadores/cM fue de un locus cada 1 cM, mientras que para las DHs
fue de un locus cada 3 cM. Los grupos de ligamiento promedio por cromosoma fueron
mayores en las poblaciones F6 que en las DHs para ambos cruzamientos (DHs: 2, F6:

3) (anexo 1).

2.5.3. Heterocigosis residual

Los porcentajes de heterocigosis residual en cada individuo de las poblaciones
F6 variaron desde 1 a 9%, por el contrario, en las DHs los valores registrados fueron
de 0 y 1%. Esta diferencia se confirmé en ambos cruzamientos. En la figura 2 se

observan los resultados obtenidos.
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Figura 2: Heterocigosis residual segun el porcentaje de lineas por poblacidn (a)

dobles haploides (DH) y (b) lineas F6

2.5.4. Distorsion en la segregacion

Se observé un mayor porcentaje de LDS en las poblaciones F6 en comparacién
con las DHs del mismo cruzamiento. En el cruzamiento INIA466 los valores de LDS
para las poblaciones F6 y DH fue de 14% y 11% respectivamente; y en el INIA553 fue
de 8% para las poblaciones F6 y de 6% para las poblaciones DH con un p<0,05. A su
vez, se describié un mayor nimero de SDS para las poblaciones F6 que las

poblaciones DHs para ambos cruzamientos.
En los cuadros 2 y 3, se presentan los resultados de los SDS encontrados para

ambos cruzamientos, describiendo el largo de cada segmento en cM, su ubicacién en

el genoma y el alelo heredado en mayor frecuencia.
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Cuadro 2: Segmentos en distorsién de segregacién en las poblaciones DH y ARG

0-90

INIA466.

_ G2375 0-54 G2375
_ 35-110 LE2430
_ 70-108 G2375
_ 113-177 G2375 0-20 G2375
- 12-59/82-131 LE2430 10-25/70-95 G2375
- . 0-15 G2375
- 5-28/170-220 G2375/LE2430
_ 75-108 LE2430
_ 0-28 G2375
- 10-74/106-138 G2375/LE2430 0-22/135-165 LE2430
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Cuadro 3: Segmentos en distorsién de segregacién en las poblaciones DH y ARG

0-90

INIA553

_ 0-13 LE2438
_ 20-64 LE2438

_ 20-30/45-50 LE2438
_ 0-22 LE2438
_ 92-105 Nutria

_ 115-125 Nn
_ 75-130/ 185-215 Nn/LE2438
_ 55-75/192-230 LE2438/Nn
_ 0-40 LE2438
_ 70-110 LE2438

En ambos cuadros se describen los distintos SDS reportados en cada
cromosoma para cada poblacién, coincidiendo en algunos casos el mismo segmento
en poblaciones DHs y F6. Aunque, si analizamos la ubicacion de estos segmentos en
el genoma y el alelo heredado en mayor frecuencia, no se encontré un patrén que

diferencie las poblaciones DHs de las F6.

2.6. DISCUSION

2.6.1. Marcadores moleculares: comparacion entre poblaciones DHs y F6

Las poblaciones de lineas altamente endocriadas (DHs, F6, F8) de trigo y de
cebada obtenidas por CA, DSU o pedrigee, se han comparado en distintas
investigaciones mediante caracteristicas productivas como rendimiento,
demostrando la utilidad de estas poblaciones en los programas de mejoramiento

genético (Park et al., 1976; Baenziger et al., 1989). Actualmente, con la genética
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moderna basada en el estudio de marcadores moleculares como los SNPs
identificados por GBS se puede estudiar, ademas del fenotipo de un cultivar su
genotipo (Scheben et al., 2017). Los SNPs son la unidad mds pequefia de variacién
genética y la base de la mayoria de las modificaciones genéticas entre individuos,
resultando de gran interés para los programas de mejoramiento genético (Ganal y

Roder, 2007).

En esta investigacion se reportaron valores de 15949, 16580, 13702 y 12192
SNPs para las poblaciones DH466, ARG466, DH553 y ARG553, respectivamente, dato
gue concuerda con otras investigaciones. Riaz et al. (2016), describieron un nimero
similar de SNPs detectados por GBS, en una coleccidon de 295 lineas de trigo de
distintos origenes. A su vez, Alipour et al. (2017) en una coleccién de 369 genotipos
de trigo hexaploides iranies reportaron 16506 SNPs. En la investigacion de Allen et al.
(2017), se crearon mapas genéticos para cinco poblaciones de trigo hexaploide en
base a 9000 SNPs detectados para cada una de ellas, y un mapa consenso con 22001

SNPs.

El nimero de SNPs de las poblaciones DHs y F6 del cruzamiento INIA466 fue
similar, compartiendo casi el 100% de sus marcadores moleculares, como
consecuencia de la idéntica informacidn genética heredada. Por el contrario, las
poblaciones DHs y F6 se diferenciaron en el numero de marcadores con informacién
relevante (BIN), donde las F6 presentaron el doble de éstos. En el método ARG para
obtener LAEs (F6) con alto porcentaje de homocigosis se dan 5 meiosis desde la
generacion F1 a la F6. Al comparar las poblaciones F6 con las DHs, se dieron cinco
eventos de recombinacién genética en relacién a una sola meiosis en las DHs. Eso
explica la diferencia por la cual se generéd un mayor nimero de marcadores

moleculares informativos en las poblaciones F6 que en las DHs.
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En el cruzamiento INIA 553 el numero de SNPs fue similar para poblaciones
DHs y F6. A diferencia del cruzamiento anterior, ambas poblaciones compartieron el
45% de sus SNPs ya que poseen un solo parental en comun. En este cruzamiento
también se reporté un numero dos veces mayor de BINs en las poblaciones F6 que

en las DHs.

2.6.2. Mapas genéticos

Los mapas genéticos son una representacion de las distancias relativas entre
marcadores moleculares a lo largo del cromosoma determinado por su frecuencia de
recombinacién (Scheben et al., 2017). Para poder entender la evolucién del genoma
de trigo y sus distintos ensamblajes la realizacién de un mapa genético es una
herramienta muy valiosa. El trigo se caracteriza por tener el genoma mas grande
(16GB) y complejo dentro del grupo de los cereales, siendo muy dificultoso su analisis
genético. Esta constituido por tres genomas (AABBDD), 21 grupos de ligamientos y
un alto porcentaje de su genoma consta de regiones repetidas (Lai et al., 2012). La
creacion de mapas de ligamiento densamente cubierto por marcadores moleculares
brinda la posibilidad de caracterizar los genes asociados a marcadores (William et al.,

2007).

Los mapas genéticos de las cuatro poblaciones presentaron un largo de mapa
similar. Para INIA466 los mapas tuvieron una extensién total de 2862 cMy 2874 cM,
para DHs y F6 respectivamente, y para INIA553 se encontré una extensiéon de 2431
cM y 2525 cM, para DHs y F6 respectivamente. Estos valores coincidieron con otros
trabajos, como, por ejemplo: Somers et al. (2004), que en su estudio con
microsatélites (SSRs) obtuvieron un tamafio de mapa para RiLs (F6) de trigo de 2332
cM, y para distintas poblaciones DHs valores algo menores (2211 cM, 2166 cM y 1836
cM). Allen et al (2011) en una poblacion de lineas DHs de trigo describieron un

tamano de 2999 cM en base a marcadores SNPs.
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Al comparar los tres genomas A, B y D se determind un mayor tamafio y
numero de marcadores en los genomas A y B para todas las poblaciones en estudio.
El menor numero de marcadores en el genoma D se explica por su menor diversidad
genética, resultado de su menor tiempo desde hibridaciéon en relacién con los
genomas A y B (Chao et al., 2009; Allen et al., 2011; Nielsen et al., 2014; Riaz et al.,
2016).

Las poblaciones DHs y F6 de ambos cruzamientos se diferenciaron en la
cobertura del genoma. Al comparar las relaciones de tamafio de mapa/nimero de
marcadores para DHs vs F6, éstas ultimas, tuvieron mayor cobertura (1 locus cada 1
cM) que las primeras (1 locus cada 3 cM). Para poblaciones DHs, Allen et al. (2011)

reportaron una cobertura de 2,8 cM por locus con un tamafio de mapa de 2.999 cM.

2.6.3. Heterocigosis residual

En la literatura, las plantas DHs se describen como 100% homocigotas,
uniformes y se pueden obtener en menos de 1 afio. Por el contrario, las lineas F6 o
F7 generadas por métodos convencionales presentan aun algo de heterocigosis
residual y demandan de mayor tiempo para llegar al 100% de homocigosis (Cistué y
Kasha, 2005; Patial et al., 2017). Con el ARG se puede avanzar a lineas F6 o F7 en un
plazo de menos de un afio al controlar los regimenes de agua, intensidad y duracién

de la luz, temperatura y calidad del sustrato (Zheng et al., 2013).

Los resultados de heterocigosis residual obtenidos en poblaciones DHs y F6
en ambos cruzamientos concuerdan con los datos de la bibliografia, valores del 0%
para las DHs y de 1 a 9% para las F6. En el cruzamiento INIA 553 un alto porcentaje
de las lineas DHs presentd un 1% de heterocigosis residual, esto esta explicado por la
utilizacién de la técnica GBS. En los cultivos poliploides como el trigo, a menudo se
encuentran loci que son polimérficos dentro de un solo genotipo debido a Ia

presencia de regiones duplicadas del genoma (Mammadov et al., 2012). La estructura
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genética del trigo con sus tres genomas y genes repetidos con alelos diferentes,
pueden dar lugar a porcentajes de heterocigosis residual de hasta un 1% mediante

esta tecnologia de secuenciacion.

2.6.4. Distorsion en la segregacion

Los SDS pueden estudiarse mediante la DS de marcadores moleculares (Li et
al., 2015). Las poblaciones DHs y F6 de ambos cruzamientos presentaron SDS en
diferentes cromosomas de sus genomas A, By D. El mayor % LDS y numero de SDS se

registrd en las poblaciones F6.

Li et al. (2015), utilizaron 2 poblaciones de RILs de trigo (127 F8 y 146 F6)
obtenidas por DSU para estudiar la DS y crear mapas genéticos. Estos autores
reportaron un 18% y 10,4% de LDS para sus poblaciones F8 y F6, respectivamente,
agrupados en segmentos a lo largo de todo el genoma y similar a lo descripto en este
trabajo. La diferencia entre poblaciones F8 y F6 indica una posible asociacion entre el
incremento en los ciclos de autofecundacion y el % de LDS, dos ciclos mas de

autofecundacion podrian influir en el incremento del %LDS.

Los resultados obtenidos en este trabajo describen SDS en la mayoria de los
cromosomas coincidiendo con lo reportado por Li et al. (2015) y Nachit et al. (2001).
Los investigadores Nachit et al. (2001) en el estudio de 110 RILs de Triticum turgidum
L. var. durum obtenidas por DSU describieron un 12,1% de LDS y segmentos en la

mayorl'a de sus cromosomas.

En las poblaciones DHs también se han reportado SDS como, por ejemplo: en
cebada (Devaux y Zivy, 1994; Wang et al., 1995; Bélanger et al., 2016) y trigo (Guzy-
Worébelska y Szarejko, 2003). En estudios de trigo donde se compararon poblaciones
DHs y RILs como, por ejemplo, en Adamski et al. (2014), las poblaciones DHs

presentaron mayor distorsidon que las poblaciones de DSU. En la investigacidon de
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Guzy-Wrdbelska y Szarejko (2003) se analizé la DS en poblaciones DHs (obtenidas por
CA vy polinizacién de maiz) y F2 (obtenidas por DSU) mediante marcadores
moleculares RAPD y AFLP, reportando valores de LDS de 22,2% y 14,3% para las
poblaciones DHs y del 10% para las F2. En este estudio se comparé una poblacién DH
con una poblacién F2, y segin lo mencionado anteriormente por Li et al. (2015),
podria existir una asociacidn entre el incremento del porcentaje de LDS y mas ciclos
de autofecundacién (F6), la comparacién entre una F2 y una F6 podria dar lugara una

variacion en el %LDS.

A su vez, en el estudio de Adamski et al. (2014), donde se comparé la DS en
poblaciones DHs (obtenidas por CA y polinizacion de maiz) y poblaciones F6
(obtenidas por DSU), se describié un mayor porcentaje para las primeras. Este
resultado pudo estar condicionado al procedimiento de obtencién de las DHs donde,
a partir de un callo se seleccionaron mas de una planta, generando asi, una distorsion

en la segregacion.

2.6.5. Comparacion de dos tecnologias: AIV vs. ARG+CE+DSU

El AIV y el ARG+CE+DSU son herramientas muy valiosas para los programas
de mejoramiento genético y ambas pueden generar un impacto en los mismos. Su
implementacién permite obtener lineas avanzadas en un periodo de tiempo menor
al método convencional, reduciendo los ciclos generacionales. En consecuencia, se
podria lograr un aumento de la ganancia genética, que es uno de los principales
objetivos de los programas de mejoramiento. Reducir este plazo a su vez podria llevar
a un impacto destacable en la reduccién de los costos (Esteves et al., 2017). De
acuerdo con las caracteristicas del programa sera mas conveniente Ia
implementacién del ARG+CE+DSU o del AlV. En el cuadro 4 se comparan ambas

tecnologias.

32



Cuadro 4: Analisis comparativo de las tecnologias ARG+CE+DSU y AIV

e | swm @
- 1
(Homodsosls e 100%

Las poblaciones DHs son lineas estables genéticamente producidas en menos
de un afo (Courtois, 1993; Lantos et al., 2016; Patial et al., 2017), permitiendo
incorporar nuevas caracteristicas rapidamente. Por otro lado, es una técnica que
requiere de mucho equipamiento y de personal especializado elevando los costos de
su utilizaciéon a diferencia de la tecnologia ARG+CE+DSU que requiere de menor

equipamiento.

La obtencién de plantas albinas por AIV es un problema comun en distintos
genotipos a diferencia de los problemas de embriogénesis que solo ocurre en algunos
genotipos. La obtencidn de plantas albinas se debe tanto a factores genéticos como

a factores ambientales, las condiciones inadecuadas para el crecimiento de las
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microsporas favorecen el albinismo (Liu et al., 2002). Esteves et al. (2014)
desarrollaron un protocolo para la obtencién de DHs mediante CMA en algunos
genotipos de cebada recalcitrantes de Canada, reduciendo notablemente el
porcentaje de plantas albinas y destacando la importancia de los factores

ambientales como determinantes del albinismo.

En esta investigacion se presentaron las dos grandes desventajas de la
produccidon de DHs. Por un lado, el cruzamiento INIA501 tuvo problemas de baja
respuesta a la embriogénesis obteniéndose un nimero de plantas muy reducido para
el estudio de la poblacion. Por otro lado, los cruzamientos INIA466 e INIA553
generaron un alto numero de plantas albinas. Si bien para el analisis de sus
caracteristicas genéticas es posible la utilizacion de plantas albinas, las mismas no son

utiles para su caracterizacion fenotipica a posteriori.

Las técnicas CA y CMA tienen limitaciones bioldgicas y genéticas, pero la
obtencion de plantas 100% homocigotas en una sola generacién y en menos de un
afo es una gran ventaja para los programas de mejoramiento. En la presente
investigacion, el numero de plantas que se obtuvo por el método CA fue mayor al que
se obtuvo por CMA (un 90% por CA), confirmando lo citado en la bibliografia

anteriormente acerca de la mayor complejidad del método CMA.

Por otro lado, la técnica ARG+CE+DSU requiere de mayor tiempo para
obtener lineas avanzadas, pero es aplicable a todo tipo de genotipo y de especies sin
limitaciones bioldgicas. Esta técnica se destacd frente al AIV como herramienta
tecnolégica de asistencia a los programas de mejora de Uruguay principalmente por
ser un método que requiere de menor equipamiento y personal especializado, de
facil implementacién, es genotipo — independiente y genera lineas con mayores

eventos de recombinacién que las lineas DHs. Ademas, en el proceso de creacién de
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lineas F6 el ARG+CE+DSU admite la seleccion asistida mediante la utilizacion de

marcadores moleculares.

2.7. CONCLUSIONES

Nuestra investigacion dejé en evidencia la diferencia en la estructura genética
de las poblaciones DHs y F6 analizada desde el punto de vista de la heterocigosis
residual, el mapa genético y la distorsién en la segregacion. Ademas, se pudo
desarrollar una técnica sumamente interesante y 100% aplicable al PMGT de

Uruguay, el ARG+CE+DSU.

Ambas técnicas (ARG+CE+DSU y AIV) mostraron sus ventajas, pero el
ARG+CE+DSU se destacé como herramienta tecnoldgica de asistencia al PMGT
porque es mas econdmica, requiere de menor equipamiento, es de facil
implementacién y es aplicable a todos los genotipos. El ARG+CE+DSU combinado con
la seleccidn asistida mediante la utilizacién de marcadores moleculares puede ser de
gran utilidad en la seleccién de nuevos cultivares, reducir el tiempo generacional y
lograr un aumento de la ganancia genética en los programas de mejoramiento

genético.
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3. DISCUSION GENERAL

3.1. CARACTERISTICAS AGRONOMICAS DE LAS VARIEDADES EN ESTUDIO

El programa de mejoramiento genético de trigo de INIA Uruguay se inicié con
la llegada del Dr. Alberto Boerger y con la creacién del Instituto Fitotécnico y
Semillero Nacional La Estanzuela en 1914. A su llegada el Dr. Boerger realizé la
recoleccidn y caracterizacién de los trigos locales, dando prioridad en el programa de
mejoramiento al desarrollo del germoplasma local. Las primeras variedades de trigo
se liberaron en 1918 y se registraron un total de 65 variedades al 2018, destacando
una trayectoria reconocida y destacada a lo largo de todos estos afios (Luizzi et al.,

2018).

Los materiales utilizados para desarrollar las poblaciones DHs y F6 son parte
del PMGT de INIA. El cruzamiento INIA466 tiene como parentales a LE2430 y G2375.
La linea LE2430 es una linea avanzada que se caracteriza por su buena sanidad,
potencial de rendimiento y calidad panadera. Por otro lado, la linea G2375 (cultivar
comercial) presenta buenos niveles de resistencia a las principales enfermedades de
hoja y espiga, y muy buen potencial de rendimiento. El cruzamiento INIA553 tiene
como parentales a LE2438 y a Klein Nutria, combinando una linea materna
precomercial de INIA de destacada calidad panadera y buen rendimiento, con un

material comercial argentino.

Uno de los objetivos del PMGT de INIA es mejorar la produccion nacional de
trigo y para esto incorpora germoplasma extranjero con caracteristicas agrondmicas
superiores (Luizzi et al., 2018), como es el ejemplo del cruzamiento INIA553. Ademas,
el PMGT centra sus mayores esfuerzos de seleccidn en identificar cultivares que
combinen alto potencial de rendimiento, buena calidad molinera y panadera vy,
resistencia a enfermedades. En Uruguay existe una alta incidencia de enfermedades
favorecidas por el clima, por lo tanto, la seleccidn por resistencia a enfermedades es

uno de los objetivos mds importantes del programa (Silva, 2014).
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El incremento de rendimiento de los cultivares en un programa convencional
es un proceso que se realiza a largo plazo. El desarrollo acelerado de cultivares con
altos rendimientos podria reducir notablemente los costos. Técnicas como el ARG y
la produccion de DHs permiten acelerar estos procesos de seleccion (Fischer y
Rebetzke, 2018). Por ejemplo, con el ARG+CE+DSU se puede reducir el tiempo de
obtencidn de lineas avanzadas F6 a un afio y con el CA y CMA se pueden obtener DHs

100% homocigotas en un tiempo menor.

3.2. LINEAS DHs y F6 DE CADA CRUZAMIENTO

En la figura 3 se detalla el nUmero de lineas DHs y F6 que se obtuvo mediante
ARG+CE+DSU y CA/CMA, respectivamente. El nimero de lineas DHs para ambos
cruzamientos duplicé el numero de lineas F6, sin embargo, en éstas el nUmero de
plantas albinas superd al de plantas verdes limitando futuros estudios fenotipicos. En
la técnica ARG+CE+DSU el numero de lineas F6 resultantes disminuyd, en relacidon
con el nimero de semillas sembradas en la F2 (150 semillas) consecuencia del ajuste

de protocolo de la técnica.

POBLACIONES
[
Cruzamiento Cruzamiento
INIA466 INIA553
— ]

CA/CMA ARG+CE+DSU CA/CMA ARG+CE+DSU
91 Lineas DHs 55 Lineas F6 92 Lineas DHs 47 Lineas F6

33 Plantas 58 Plantas 37 Plantas 55 Plantas

verdes Albinas verdes albinas

Figura 3: NUmero de lineas segln poblacién para cada cruzamiento
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En la actualidad la biotecnologia permite por cultivo in vitro de granos de
polen inmaduros o microsporas generar embriones (embriogénesis gamética). Cada
microspora puede generar una sola planta DH, 100% homocigota y fértil si ocurrid la
duplicacién espontanea durante la embriogénesis gamética (Esteves et al., 2017). Sin
embargo, esta técnica puede originar plantas albinas o carentes de clorofila e inutiles
para su caracterizacion fenotipica y reproduccion. La obtencidn de plantas albinas se
debe tanto a factores genéticos como a factores ambientales, condiciones
inadecuadas para el crecimiento de las microsporas favorecen el albinismo (Liu et al.,

2002).

3.3. DESCRIPCION MOLECULAR DE LAS POBLACIONES DHs Y F6

En el cruzamiento INIA466 se identificaron 15949 y 16580 SNPs para las
poblaciones DHs y F6, respectivamente. Estas poblaciones ademds de tener un
numero similar de marcadores compartieron el 95% de ellos, como consecuencia de
tener los mismos parentales. Por el contrario, en el cruzamiento INIA553 las
poblaciones DHs y F6 (13702 y 12192 SNPs, respectivamente) compartieron un solo

parental, lo cual se vio reflejado en el nimero de SNPs en comun (45%) (Cuadro 5).

Cuadro 5: Numero de SNP por poblacién

MARCADORES DH466 ARG466 DH553 ARG553
Numero de SNP 15949 16580 13702 12192
Numero de SNP en comtin 15246 5429
%SNP en comun 97 93 40 45

Las poblaciones DHs y F6 si bien presentaron un nimero similar de SNPs, se
diferenciaron en el nimero de BIN o marcadores no redundantes. La utilizacién de la

funcion BIN del software Ici QTLMapping permitid agrupar los marcadores
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redundantes y preparar el archivo para crear los mapas genéticos (Meng et al., 2015).

En el cuadro 6 se detallan los valores para cada poblacion.

Cuadro 6: Numero de marcadores segun poblacién

MARCADORES DH466 ARG466 DH553 ARG553
SNPs 15949 16580 13702 12192
BINs 1089 2383 1009 2110

M| s 7w

El nimero de BIN de las poblaciones F6 resultd ser dos veces mayor que el de
las DHs en ambos cruzamientos, agrupandose en promedio entre 7 y 15 SNPs por
BIN, respectivamente, para INIA 466; 6 y 14 SNPs por BIN en las F6 y DHs,
respectivamente, para INIA553. Las poblaciones F6 son el resultado de 5 meiosis 0 5
posibilidades de recombinacidon genética durante la etapa de autofecundacion,

generando un mayor nimero de SNPs con informacidn genética relevante.

Al cruzar dos parentales con diferente informacion genética la combinacién
de genes resultante para cada linea descendente es Unica. En cada episodio de
meiosis ocurre el intercambio de informacidon cromosdmica o cross-over, cuanto mas
lejanos estén ubicados los genes en el cromosoma mayor sera la posibilidad de
recombinacién originando un nuevo recombinante (Yang et al., 2015). Con la técnica
de DSU aplicada en varias generaciones existen mayores posibilidades de
recombinacién (cinco o mas meiosis) que la técnica de DHs (una meiosis), donde
ocurre un solo evento de meiosis producido a partir de una F1 (Forster y Thomas,

2005).

46



En este trabajo se identificé un niumero de SNPs similar a lo reportado en otras
investigaciones de trigo. Por ejemplo, en el estudio de poblaciones DHs de trigo de
Poland et al. (2012) se trabajé con 20000 SNPs; y en la investigacién de Allen et al.
(2017) en trigo, se reportd 8498 y 6997 SNPs en poblaciones DHs, 9978 SNPs en
poblaciones F6, 11720 SNPs en poblaciones F7 y 6772 SNPs en poblaciones F5 (DSU).

La frecuencia de SNPs por pares de bases identificados en el genoma de trigo
se estima en 1 SNP cada 540 pb. Esta frecuencia es muy baja al compararla con otros
cultivos como por ejemplo el maiz, donde el nimero de SNPs por pares de bases es
cinco veces mas alto que en trigo (Ganal y Roder, 2007). Esta baja frecuencia se podria
atribuir a la reciente generacion del trigo hexaploide (10000 afios), ademas de, la

estrecha base genética en el origen de la especie.

La diversidad genética dentro de una especie puede ser estudiada mediante
el uso de marcadores genéticos. Estos se basan en la variacién que ocurre en el
genomay brindan la posibilidad de crear mapas genéticos (Lai et al., 2012). La técnica
de GBS permite identificar miles de marcadores moleculares en diferentes
poblaciones como por ejemplo DHs y F6. En base al analisis y procesamiento de dicha
informacién se pueden realizar estudios comparativos entre diferentes tipos de

poblaciones.

3.4. APLICACION DE MARCADORES MOLECULARES A UN PROGRAMA DE
MEJORAMIENTO GENETICO

3.4.1. Mapas genéticos

En poblaciones biparentales la creacién de los mapas genéticos se basa en el
concepto de recombinacién genética durante la meiosis (Mammadov et al., 2012). En
el presente trabajo se estudid la frecuencia de recombinacidén entre BINs y se cred el

mapa genético de cada una de las poblaciones.
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El tamafio del mapa genético de las cuatro poblaciones fue similar. En el
cruzamiento INIA466, alcanzaron 2862 cM y 2874 cM, DHs y F6 respectivamente, y
en el cruzamiento INIA553: 2431 cM y 2525cM, DHs y F6 respectivamente. Ademas,
se describié un mayor tamano del genoma Ay B que el genoma D, y un mayor nimero

de marcadores en el genoma B, seguido por el Ay por ultimo en el D.

En las poblaciones F6 los marcadores se agruparon en promedio en tres
grupos de ligamiento por cromosoma a diferencia de las poblaciones DHs donde el
promedio fue de dos grupos por cromosoma. Las poblaciones DHs y F6 también se
diferenciaron en la distribucion de sus marcadores en el genoma, en las primeras la
densidad de marcadores en el mapa fue de 1 locus cada 3 cM, y en las segundas se
identificd 1 locus cada 1 cM. La distribucion de estos marcadores en el genoma brinda
informacidn acerca de la mayor cobertura de las poblaciones F6 en comparacién con

las DHs.

En otras investigaciones también se ha reportado la misma tendencia de un
mayor numero de marcadores en el genoma B, posteriormente en el A y por udltimo
en el D tanto en poblaciones DHs como RILs (Chao et al., 2009; Allen et al., 2011,
Lado, 2012; Nielsen et al., 2014; Riaz et al. 2016). Aunque, en algunos estudios el
numero de marcadores en el genoma A se incrementa levemente sobre el nimero
de marcadores en el B, el genoma D siempre contiene el menor nimero de estos
(Shavrukov et al., 2014). El menor nimero de SNPs en el genoma D es un indicativo
de una frecuencia de recombinacién menor debido a su menor diversidad genética

(Chao et al., 2009; Nielsen et al., 2014).

3.4.2. Estudio de la heterocigosis residual en poblaciones DHs y F6

Se estudio la heterocigosis residual (HR) para ver si existen diferencias entre
las poblaciones DHs y F6 y sus implicancias en un programa de mejoramiento. Las

poblaciones F6 presentaron porcentajes de HR desde 1 a 9% diferenciandose de las
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DHs con valores entre 0 y 1%. En poblaciones DHs de trigo genotipadas por GBS es

posible detectar niveles de HR de hasta el 1%.

La utilizacidon de una enorme cantidad de datos es una de las ventajas de la
técnica de GBS, pero, esto puede generar problemas al momento de detectar
correctamente la diferencia entre la verdadera variacién bioldgica y los errores
computacionales (Lai et al., 2012). En los cultivos poliploides como el trigo, a menudo
se encuentran loci no-alélicos que son polimérficos dentro de un solo genotipo
debido a la presencia de loci con diferentes alelos en regiones duplicadas del genoma
(Mammadov et al., 2012). La estructura genética del trigo con sus tres genomas y
genes repetidos no-alélicos pueden dar lugar a porcentajes de heterocigosis residual
de hasta 1% mediante esta tecnologia de secuenciacién (Patricio Esteves,

comunicacion personal 15 de noviembre 2018).

Los DHs son lineas uniformes y 100% homocigotas que se obtienen en un solo
paso en un periodo menor a un afio, resultando una herramienta muy valiosa para
los mejoradores (Cistué y Kasha, 2005; Esteves y Belzile, 2018), a diferencia del
método convencional donde pueden transcurrir 6 afos para alcanzar lineas F6
(Forster y Thomas, 2005). Sin embargo, con el desarrollo del ARG o “speed breeding”
extendiendo los regimenes de fotoperiodo y temperatura se aceleran los tiempos
para obtener estas lineas 100% homocigotas (Li et al., 2018). Con esta herramienta,
se puede reducir el ciclo a floracién a 45-60 dias avanzando desde F1 a F6 en un afio,

logrando asi, poblaciones con valores de HR menores a 10%.

3.4.3. Estudio de la distorsion en la segregacion en poblaciones DHs y F6

El andlisis de GBS permitid estudiar las frecuencias alélicas de los SNPs vy
determinar los segmentos en distorsién de segregacién (SDS). Aquellos grupos de
marcadores que incumplieron con la ley de segregacion mendeliana 1:1 (p<0,05) se

definieron como SDS.
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En esta investigacién al igual que la realizada por Allen et al. (2017), con la alta
densidad de marcadores que integran los mapas, se detectaron regiones con
distribucién de su segregacion en distorsiéon y distribuidas de manera desigual en
todo el genoma. Los SDS se caracterizaron en algunos casos por estar integrados por
un numero importante de SNPs y en otros, por un niumero relativamente pequeno
de éstos, pero con un alto nivel de significancia. En las figuras 4 a 7 se describen los

SDS encontrados para cada poblacién.
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Figura 4: Frecuencias alélicas de los segmentos cromosémicos en DS de la poblacion

DH466

En la poblacidn DH466 se reporta un SDS en el cromosoma 1B y uno en el
cromosoma 2D; y dos segmentos tanto en el cromosoma 3B y como en el cromosoma
7B (Figura 4). En el cromosoma 1B el parental predominante del SDS fue el paterno
(G2375) al igual que en el segmento del cromosoma 2D. Por el contrario, en el
cromosoma 3B en ambos SDS correspondid al parental materno LE2430. En el

cromosoma 7B se dieron dos SDS donde el primero correspondio al parental G2375
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y el segundo al parental LE2430. El porcentaje de loci en distorsién para la poblacidn

DH466 fue de un 11%.
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Figura 5: Frecuencias alélicas de los segmentos cromosémicos en DS de la poblacién

ARG466.
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En la poblacion ARG466 se reportan 13 SDS en los siguientes cromosomas: 1B,
2A, 2B, 2D, 3B, 3D, 4A, 4B, 6B y 7B (Figura 5). En los segmentos con distorsién de la
segregacion encontrados en los cromosomas 1B, 2B, 2D, 3D, 6B, los alelos heredados
en mayor frecuencia correspondieron al parental paterno G2375. Por el contrario, en
los segmentos con distorsidon observados en los cromosomas 2A y 4B el alelo en
mayor frecuencia correspondié al parental materno LE2430. En el cromosoma 3B se
dieron dos segmentos de DS con el alelo parental heredado en mayor frecuencia en
ambos, por el contrario, en el cromosoma 7B para ambos segmentos DS el alelo
correspondié al materno. En el cromosoma 4A el primer alelo correspondié al
paternoy el segundo al alelo materno heredado en mayor frecuencia. El porcentaje

de loci en distorsion para la poblacién ARG466 fue de un 14%.
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Figura 6: Frecuencias alélicas de los segmentos cromosémicos en DS de la poblacién

DH553

En la poblacion DH553 se reportan cuatro SDS en los siguientes cromosomas:

1B, 2A, 4Ay 7A (Figura 6). Para los cromosomas 1B y 4A el alelo heredado en mayor
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frecuencia correspondié al parental paterno G2375. Por el contrario, en el

cromosoma 2Ay 7A el alelo en mayor frecuencia correspondié al materno LE2430. El

porcentaje de loci en distorsion para la poblacién DH553 fue de un 6%.
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Figura 7: Frecuencias alélicas de los segmentos cromosdémicos en DS de la poblacién

ARG553
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En la poblacion ARG553 se reportan diez SDS en los cromosomas: 1D, 2B, 2D,
4B, 5A, 6A, 6B. Los alelos heredados en mayor frecuencia fueron los correspondientes
al parental femenino LE2438, excepto en el cromosoma 4B, para el cual los alelos en
mayor frecuencia correspondieron al parental paterno. En el cromosoma 2B se
dieron dos segmentos de DS con los alelos maternales heredados en mayor
frecuencia en ambos. En el cromosoma 5A el primer alelo correspondio al paternoy
el segundo al alelo materno heredado en mayor frecuencia. Por el contrario, en el
cromosoma 6A en el primer segmento el alelo corresponde al materno y en el
segundo el paterno. El porcentaje de loci en distorsién para la poblacién ARG 553 fue

de un 8%.

Se ha reportado en distintos trabajos distorsion en la segregacion en
poblaciones DHs, como, por ejemplo: en cebada (Devaux y Zivy, 1994; Wang et al.,
1995; Bélanger et al., 2016) y trigo (Guzy-Wrdbelska y Szarejko, 2003). En la presente
investigacion al comparar los SDS de poblaciones DHs y F6 no se observd ninguna
correlacién entre los segmentos, pudiendo encontrarse en los mismos cromosomas
o no. Por el contrario, si se reporté un mayor nimero de SDS y mayor porcentaje de
LDS para las poblaciones F6 que en las poblaciones DHs, tanto en el cruzamiento
INIA466 como INIA553. La DS es un fendmeno comun en poblaciones DHs, F2, RILs
pero, aumentan las probabilidades de distorsion a medida que se incrementan los

ciclos de autofecundacién por 5 o 6 generaciones (Singh et al., 2007).

Singh et al. (2007), en el estudio de 93 RILs (F6) de trigo utilizando marcadores
SSRy RFLP describieron valores del 30,6% de DS, porcentajes mayores a los descriptos
en este trabajo. Por otro lado, Guzy-Wrébelska y Szarejko (2003) encontraron 22%
en poblaciones DHs, mientras que Wang et al. (1995), reportaron 18,8% en
poblaciones DHs de trigo, en ambos casos obtenidas por CA. A su vez, Wingen et al.

(2017) en su investigacion de poblaciones RlLs (F4, F5 y F6) de trigo reportaron % LDS
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promedio para la poblacidon de 2,9%, con algunos valores de hasta 14% para

determinadas lineas.

En trabajos donde se compararon poblaciones DHs y DSU se reporté mayor
distorsion en las poblaciones DHs (Guzy-Wrdbelska y Szarejko, 2003), resultado
opuesto a lo reportado en esta investigacidn. Sin embargo, la poblacidén que se utilizé
en aquel estudio para la comparacidon con la poblacion DHs fue una F2. A medida que
se incrementan los ciclos de autofecundacidn podrian incrementarse los %LDS. En la
investigacion de los autores Li et al. (2015), se compararon 2 poblaciones de RILs de
trigo (127 F8 y 146 F6) obtenidas por DSU para estudiar la DS. Estos reportaron un
mayor %LDS para la poblacién F8; la diferencia entre poblaciones F8 y F6 indica una
posible asociacion entre el incremento en la seleccién y el % de LDS, dos ciclos mas

de autofecundacion podrian influir en el incremento del %LDS.

Los alelos que segregaron en mayor frecuencia en cada uno de los segmentos
a veces correspondieron al alelo paterno y en otros casos al alelo materno,
ocurriendo la misma tendencia en las cuatro poblaciones de estudio. Por el contrario,
en previos trabajos de poblaciones DHs obtenidas por CA se reportd el alelo paterno
como el heredado en mayor frecuencia (Wang et al., 1995; Guzy-Wrdbelska y

Szarejko, 2003).

Diferentes hipétesis se han planteado acerca del surgimiento de los SDS
atribuyéndoseles tanto a factores genéticos como ambientales, ademads del tipo de
poblacién en estudio (Cai et al., 2011). Wingen et al. (2017) al estudiar la DS en siete
poblaciones de trigo invernales reportaron un porcentaje promedio ligeramente mas
alto (3.69%) que en las poblaciones de trigo primaveral (2.95%). Si bien no fue una
diferencia significativa, los dos cromosomas con mas diferencia en DS fueron el 5B y

5D, cromosomas donde se ubican los genes de vernalizacién Vrn-D1 y Vrn-B1. Una
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seleccién hacia el habito de crecimiento primaveral podria haber incrementado la

frecuencia de ciertos alelos aumentando la DS.

En la presente investigacion el cromosoma 4B de las poblaciones F6 de ambos
cruzamientos presento SDS a diferencia de las poblaciones DHs. Al estudiar los genes
reportados en dicho cromosoma, entre otros, se describen los genes de enanismo
(Rht) (GrainGene database). Los genes Rht han sido una gran herramienta en los
programas de mejora para reducir la altura de las variedades de trigo y asi
incrementar sus rendimientos (Thomas, 2017). En esta investigacion se reportaron
SDS en poblaciones F6 en zonas del cromosoma 4B donde se encuentran dichos
genes, planteando una hipdtesis para futuras investigaciones por la cual existe un
favorecimiento de ciertos alelos en la segregacién de genes Rht al aplicar la técnica

de ARG.

3.5. TECNOLOGIAS ARG+CE+DSU vs CA/CMA

El ARG y AIV son herramientas de gran impacto en los programas de
mejoramiento genético y ambas pueden generar un cambio importante. Estas
técnicas complementan al método convencional acortando el tiempo de generaciéon
de un nuevo cultivar, pero no sustituyen al método convencional (Forster y Thomas,

2005).

En los ultimos afios, la utilizacion de técnicas como DSU y DH se han
incrementado en todos los programas de mejoramiento debido a su gran utilidad en
la seleccidn asistida por marcadores. Sin embargo, con estas técnicas no se pueden
realizar selecciones fenotipicas durante el proceso, a diferencia de la técnica de ARG
donde si se podrian implementar este tipo de herramientas de seleccidn en algunas

caracteristicas cualitativas (Fischer y Rebetzke, 2018; Watson et al., 2018).

56



La implementacién de estas tecnologias en el PMGT de INIA permitié obtener
lineas altamente endocriadas en un periodo de tiempo menor al método
convencional, reduciendo los ciclos generacionales. En consecuencia, es posible
lograr un aumento de la ganancia genética, uno de los principales objetivos de un
programa de mejora. Reducir este plazo a su vez puede llevar a un impacto

destacable en la reduccion de costos (Esteves et al., 2017).

En el cuadro 7 se compararon las tecnologias ARG y AlV segun las principales

caracteristicas de un PMGT.

Cuadro 7: Anadlisis comparativo de las tecnologias ARG+CE+DSU y AIV

e | mwm @
- 1
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La técnica AlV requiere de mucho equipamiento y personal especializado
elevando los costos de su utilizacidn a diferencia de la tecnologia ARG que requiere
de menor equipamiento. En la investigacién se presentaron las dos grandes
desventajas de la produccién de DHs. Por un lado, el cruzamiento INIA501 tuvo
problemas de embriogénesis generando un nimero de plantas muy reducido para el
estudio de la poblacién. Por otro lado, los cruzamientos INIA466 e INIA553 generaron
un alto numero de plantas albinas, una de las principales limitantes en AlV. Si bien
para el estudio de sus caracteristicas genéticas es posible la utilizacién de plantas

albinas, estas plantas no son Utiles para su caracterizacion fenotipica a posteriori.

En trigo, la obtencion de plantas albinas via AlV es un problema comun en los
diferentes genotipos a diferencia de los problemas de embriogénesis, los cuales
ocurren en algunos genotipos Unicamente. La obtencion de plantas albinas se debe
tanto a factores genéticos como a factores ambientales, condiciones inadecuadas
para el crecimiento de las microsporas favorecen el albinismo (Liu et al., 2002).
Esteves et al. (2014) desarrollaron un protocolo para la obtencién de DHs mediante
CMA en algunos genotipos de cebada recalcitrantes de Canadda, reduciendo
notablemente el porcentaje de plantas albinas y destacando la importancia de los

factores ambientales como determinantes del albinismo.

La produccidon de DH es muy costosa requiriendo de un gran equipamiento
(crecimiento de plantas madre, pretratamientos) ademas de personas calificadas
para desempeiiar la tarea. Ademas, en muchos casos puede llegar a ser muy riesgosa
la inversidn como consecuencia de un bajo resultado de plantas viables debido a Ia
existencia de genotipos recalcitrantes (Forster y Thomas, 2005). Si bien la obtencién
de plantas 100% homocigotas en una sola generacidon y en menos de un afio es una
ventaja, las técnicas CA/CMA tienen limitaciones bioldgicas y genéticas. Por el
contrario, el ARG es aplicable a todo tipo de genotipo y especie sin limitaciones

bioldgicas.
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4. CONCLUSIONES

El andlisis gendmico de las poblaciones DHs y F6 de ambos cruzamientos
presentd diferencias en su estructura genética; estudiado en funcién de Ia
heterocigosis residual, el mapa genético y la distorsién en la segregacion,

comprobando la hipétesis planteada en la investigacién.

Se desarrollaron dos técnicas sumamente interesantes y aplicables al PMGT
de INIA, Uruguay. Si bien ambas técnicas tienen sus ventajas, el ARG+CE+DSU se
destacé como herramienta tecnolégica de asistencia a los programas de mejora de
Uruguay. Es un método que requiere de menor equipamiento y personal
especializado, de facil implementacion, es genotipo — independiente y genera lineas
con mayores eventos de recombinacidon que las lineas DHs. Combinado con la
seleccion asistida mediante la utilizacion de marcadores moleculares puede ser una
herramienta de gran utilidad para todo programa de mejoramiento de trigo,
reduciendo el tiempo de formacién de lineas endocriadas y logrando un aumento de

la ganancia genética.
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6. ANEXOS

GRUPOS DE
POBLACION | No.SNPs No. BINs GENOMA (cM.) iﬁgﬁ:gfg LIGAMIENTO
PROMEDIO
1locus/3cM A
1089 2862 2
DHa66 15949 (42%A, 45%B, 13%D) | (1258A, 10668, 538D) Llocus/2cM B (2,4A; 1,6B; 2,1D)
1locus/4cM D
1locus/1cM A
2383 2876 3
ARGA66 16580 |\ 42%A, 46%B,12%D) | (1262 A, 11228,492D) Locus/1cM B (2,94; 3B; 2,7D)
1locus/2cM D
1locus/3cM A
1009 2431 2
DH553 137021 (42%A, 47%B,11%D) | (1077 A10208B, 334D) Llocus/2cM B (2A; 2B; 2D)
1locus/3cM D
1locus/1cM A
2110 2525 3
ARGS53 121921 (44%A, 45%B,10%D) | (1091A, 11348, 299D) Llocus/1cM B (3,4A; 3B; 2,4D)
1locus/1cM D

ANEXO 1: Caracteristicas de los mapas genéticos de cada poblacion.
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