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Resumen

El mejoramiento genético vegetal es una disciplina esencial para satisfacer la
creciente demanda mundial de alimentos en un contexto de cambios ambientales
y aumento poblacional. Tradicionalmente, el fitomejoramiento se ha basado en la
seleccién fenotipica, un enfoque que, aunque efectivo, es limitado en términos de
precision, duraciony susceptibilidad a factores ambientales. Este trabajo se centra
en la seleccion asistida por marcadores (SAM), una metodologia moderna que
combina el uso de marcadores moleculares con técnicas avanzadas para acelerar
y optimizar el desarrollo de variedades agricolas mejoradas. En particular, se
analiza el uso de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) y la tecnologia de PCR

alelo especifica conocida como KASP.

Los SNPs, que representan cambios de un solo nucleétido en el ADN, destacan por
su abundancia y estabilidad en el genoma, lo que los convierte en marcadores
moleculares ideales para programas de mejoramiento. La tecnologia KASP,
disenada para detectar SNPs e InDels (inserciones y deleciones), es una
herramienta de alta precisidon y costo-eficiencia que utiliza cebadores alelo
especificos y sondas fluorescentes para identificar variaciones genéticas en

grandes poblaciones de forma automatizada.

Los marcadores KASP ofrecen multiples ventajas: son altamente especificos,
reproducibles, escalables y capaces de manejar diversidad genética
significativa. Estas caracteristicas los hacenideales para aplicaciones como
la seleccidon gendmica, el analisis de diversidad genética, la mejora de
tolerancia a estreses bidticos y abidticos, y el control de pureza varietal.
Ademas, el analisis visual y matematico de los datos de fluorescencia
permite identificar genotipos con precisién. Los métodos analiticos
evaluados en este trabajo—transformaciones matematicas Arctany Delta—
ofrecen enfoques complementarios: mientras que Arctan es mas efectivo en
poblaciones homocigotas homogéneas, Delta se adapta mejor para el

estudio de poblaciones heterocigotas y con alta dispersién de datos.



Las aplicaciones practicas de los marcadores KASP en programas de mejora
incluyen la seleccién gendmica para predecir el rendimiento antes del desarrollo
completo de las plantas, el mapeo de QTL para identificar regiones gendémicas
asociadas conrasgos agrondmicos, y el anélisis de diversidad genética para disefar
cruces estratégicos. Asimismo, su uso en la mejora de cultivos resistentes al
cambio climatico y en la autenticidad varietal garantiza mayor estabilidad en la

produccion agricolay contribuye a la proteccioén de la propiedad intelectual.

Este trabajo concluye que el genotipado basado en la tecnologia KASP es una
herramienta robusta y versatil para la deteccién de SNPs en programas de
mejoramiento genético vegetal. Su capacidad para combinar precision,
automatizaciony eficiencia la posiciona como una herramienta de alta calidad para
la investigacién gendmica aplicada a la agricultura. No obstante, el éxito de su
implementacion depende de la calidad del ADN, la estandarizacion de protocolos
y la seleccion adecuada de métodos analiticos segun las condiciones
experimentales. Con el avance continuo de las tecnologias de genotipado y la
reduccién de costos, se espera una mayor accesibilidad al sistema KASP,
ampliando su uso a cultivos de menor importancia econémica y a programas de

mejora en paises en desarrollo.

Palabras claves: Marcadores moleculares, SNPs, KASP, Arctan, Delta.



Marcadores tipo KASP para la asistencia al mejoramiento
genético vegetal

Introduccion

El mejoramiento genético vegetal ha sido fundamental para incrementar la
productividad y calidad de los cultivos agricolas, como estrategia para satisfacer la
demanda de alimentos e insumos industriales en un contexto de crecimiento
poblacional y cambios ambientales. El fitomejoramiento convencional se basa en
la seleccion fenotipica de individuos superiores resultantes las progenies
segregantes obtenidos mediante de cruzamientos dirigidos. No obstante, esta
metodologia presenta limitaciones en términos de precisidon y tiempo demandado,
ademas de depender en gran medida de lainfluencia de factores ambientales sobre
los rasgos fenotipicos de interés. En promedio, desarrollo de una variedad
comercial mejorada por métodos convencionales requiere la evaluacion del
rendimiento agrondmico de grandes poblaciones a lo través de varias generaciones

lo que, dependiendo del cultivo, demanda entre 8y 12 afos.

Para superar estas limitaciones, la seleccion asistida por marcadores (SAM) surge
como una alternativa moderna que no solo acorta el periodo necesario para
obtener una variedad mejorada, sino que también optimiza el uso de recursos. Los
marcadores genéticos son caracteristicas biolégicas determinadas por variantes
alélicas de genes o loci genéticos que se transmiten de una generacion a otra, lo
cual permite utilizarlos como “etiquetas” genéticas para rastrear individuos,
tejidos, células o genes especificos. En el contexto del mejoramiento convencional,
los marcadores genéticos se dividen en dos categorias: los clasicos (basados en
caracteres fenotipicos morfoldgicos, citolégicos y bioquimicos) y los basados en el

ADN (genotipo).

Entre estos marcadores moleculares, los polimorfismos de un solo nucleétido

(SNPs) se destacan por su abundancia y estabilidad en el genoma, lo cual facilita



su uso en programas de mejoramiento vegetal. Una de las tecnologias mas
avanzadas para detectar SNPs es el sistema KASP (Kompetitive Allele Specific PCR),
que permite identificar alelos especificos con alta precisidon. Esto facilita el
desarrollo de programas de seleccidn asistida por marcadores moleculares
(mejoramiento molecular), acelerando asi la identificacién de variedades con
caracteristicas Optimas para la producciéon agricola (Alexandratos et al. 2012;

Bharadwaj 2018; Ghosh et al. 2022; Martinez et al. 2010).

En este trabajo se abordaran las caracteristicas y aplicaciones del mejoramiento
genético vegetal asistido por marcadores moleculares. También se profundizara en
el uso de los marcadores SNP vy, en particular, en la tecnologia KASP, exponiendo
sus ventajas y limitaciones, ilustrando cdmo estas herramientas contribuyen a la

optimizacion de los programas de mejora vegetal.

OBIJETIVO

Este trabajo tiene como objetivo realizar una revision exhaustiva sobre el uso de
marcadores moleculares tipo SNP en el mejoramiento genético vegetal, con un
enfoque en los métodos de analisis de datos y sus aplicaciones practicas. La

revision se organiza en cuatro secciones clave con objetivos especificos:

1. Marcadores moleculares: Introducir al lector en el concepto de marcadores
moleculares y proporcionar una descripcion general de los tipos de

marcadores, sus caracteristicas y aplicaciones en el mejoramiento vegetal.

2. Marcadorestipo SNP: Presentar las caracteristicas especificas de los SNPs, sus
usos, asi como sus ventajas y desventajas en el contexto del mejoramiento

asistido.

3. Metodologias para el genotipado de SNPs: Detallar las principales estrategias

empleadas para detectar SNPs.



4. Métodos para el analisis e interpretacidon de datos de marcadores tipo KASP:
Describir los métodos existentes para el analisis e interpretacién de datos,
especialmente en ensayos basados en tecnologia KASP, herramienta
ampliamente utilizada para el andlisis de SNPs debido a su precision, eficaciay

eficiencia.

A través de esta revisidén, se busca proporcionar una visién integral sobre la
utilizacién de SNPs y sus aplicaciones en la optimizacion de programas de
mejoramiento vegetal asistido por marcadores, aportando un conocimiento mas

profundo sobre los usos y una comprension integral de su funcionamiento.

1. Marcadores moleculares:

Previo al uso de marcadores moleculares, los marcadores clasicos o fenotipicos
eran la Unica herramienta para el mejoramiento vegetal. Si bien el uso de
marcadores moleculares ha generado un salto de innovacion y tecnologia en el

area, los marcadores fenotipicos auln se usan en conjunto con los moleculares.

Marcadores Fenotipicos Clasicos:

Marcadores morfologicos: Representan generalmente polimorfismos genéticos
facilmente identificables y manipulables. Son principalmente rasgos visibles como
la forma de la hoja, el color de la flor, el color de la vaina, el color de la semilla, la
forma de la semilla, el color del hilio, el tipo y la longitud del césped, la forma del
fruto, el color y la raya de la corteza (exocarpo), el color de la pulpa, la longitud del

tallo, etc.

Marcadores citolégicos: las caracteristicas estructurales de los cromosomas
pueden estudiarse mediante el cariotipo y las técnicas citogenéticas de bandeos

cromosomicos. Los patrones de bandas, a través de su intensidad, orden y



posiciéon, revelan las diferencias en la distribucién de la eucromatina y la

heterocromatina a lo largo de los distintos cromosomas de la especie de interés.

Marcadores bioquimicos/proteinicos: Se trata principalmente de formas
alternativas o variantes estructurales de una enzima (isoenzimas) que tienen la
misma actividad/funcién catalitica pero diferente peso molecular y movilidad

electroforética.

Marcadores de ADN/ marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son fragmentos especificos de ADN que estan
asociados a una regién particular del genoma y que se utilizan como "sefales" o
"indicadores" para identificar una secuencia genética especifica en un organismo.
Estos marcadores permiten rastrear la herencia de genes o caracteristicas de
interés en una poblacién de plantas o animales. En el contexto del mejoramiento
vegetal, los marcadores moleculares son herramientas esenciales para estudiary
seleccionar genes que influyen en caracteristicas agronémicas importantes. La
seleccién asistida por marcadores ha proporcionado un método rapido para
examinar el germoplasma parental en busca de variacién genética, desarrollar
mapas de ligamiento genético y “etiquetar” genes que controlan rasgos
importantes. Tanto los mapas de alta densidad como los marcadores ligados a
rasgos pueden ayudar a seleccionar la progenie reproductora portadora de alelos
deseables. Asi pues, los marcadores moleculares aportaron una base sistematica

a la mejora tradicional, aumentando su precision y agilizando el proceso.

Eldesarrolloy el uso de la seleccidn asistida por marcadores en el Mejoramiento se
dividen en cuatro grandes areas que son pertinentes para casi todos los cultivos

objetivo:

a. Rasgos dificiles de gestionar mediante la seleccion fenotipica
convencional, ya sea porque su medicion es costosa o lenta, o

porque tienen una baja penetrancia o una herencia compleja;
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b. rasgos cuya seleccion depende de entornos o etapas de desarrollo
especificos que influyen en la expresién del fenotipo objetivo;

c. mantenimiento de alelos recesivos durante el retrocruzamiento o
para acelerar el retrocruzamiento en general;

d. piramidacion de multiples rasgos monogénicos (como la resistencia
a plagas y enfermedades, o los rasgos de calidad) o varios QTL para
un unico rasgo objetivo con herencia compleja (como la tolerancia a

la sequia u otros rasgos adaptativos).

Existen numerosos estudios de modelizacién y simulacién sobre el poder de los
marcadores para mejorar el ritmo y la precision de los retrocruzamientos. Para la
mayoria de los cultivos, mas del 90% del genotipo parental recurrente puede
recuperarse en dos generaciones cuando se utiliza un numero adecuado de
marcadores (por ejemplo, un marcador cada 10 cM) y un numero adecuado de
progenie para asegurar la recuperacion del fondo genético recurrente (Tanksley et
al., 1989). Esto representa un ahorro sustancial de tiempo en comparacion con el

retrocruzamiento convencional.

Los marcadores moleculares destinados ala SAM pueden seleccionarse en funcién
de su distribucién genédmica, de la diversidad de haplotipos y/o de los indices de
contenido de informacion polimoérfica, y de su asociacion con genes candidatos y
otros rasgos agrondmicos (Xu, 2003; Varshney et al.,, 2005). La introgresion y
piramidacion de multiples genes que afectan al mismo rasgo es un gran reto para
los programas de mejora. La SAM ha demostrado ser valiosa cuando hay muchas
variedades de interés que necesitan ser mejoradas para un Unico rasgo heredado,
como ciertas resistencias a plagas o enfermedades o un rasgo componente para
mejorar la adaptacion o la tolerancia al estrés (Johnson, 2004; Miklas et al., 2006;
Dwivedi et al., 2007; Ragot y Lee, 2007). Los cultivo objetivo de muchos programas
de mejoramiento requieren una combinacidon de diversos perfiles de rasgos de
resistencia al estrés bidtico, agrondmicos y de calidad, ademas de tolerancias al

estrés abidtico para mejorar el rendimiento y la estabilidad de la produccién.

La SAM resulté enormemente atractiva para los fitomejoradores ya que tiene como
ventaja la posibilidad de analizar las plantas en etapas iniciales del desarrollo,
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seleccionar multiples caracteristicas, minimizar el arrastre de ligamiento y
recuperar en menos generaciones de cruzamiento el genotipo del progenitor

recurrente (Tanksley et al., 1989).

Existen 3 métodos bdasicos para detectar polimorfismo en el ADN en la SAM:
Secuenciacioén, hibridacion de acidos nucleicos y reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR). Mediante la PCR y/o la hibridacion molecular, seguidas de
electroforesis, se pueden identificar las variaciones alélicas en las muestras de
ADN de distintos individuos o el polimorfismo de una regién especifica de la
secuencia de ADN basandose en las caracteristicas del producto de amplificacion,
como el tamano y la movilidad electroforética de la banda. Se han desarrollado
varias técnicas nuevas de microarreglos (microarrays o chips) que utilizan la
hibridacién del ADN combinada con nucledtidos marcados. Sea cual sea el método

de deteccidn, un sistema de marcadores ideal debe tener estas propiedades:

a. Alto nivel de polimorfismo

b. Distribucion uniforme en todo el genoma (no agrupada en
determinadas regiones).

c. Codominancia en la deteccion de los alelos (para poder distinguir a
los heterocigotas de los homocigotas).

d. Caracteristicas alélicas claramente diferenciadas (para que los
distintos alelos puedan ser identificados univocamente).

e. Copiaunicay sin efecto pleiotrépico.

f. Bajo costo de utilizacién (o desarrollo de marcadores y genotipado
rentables).

g. Facilidad de ensayo/deteccidony automatizacion.
Posibilidad de estandarizacion de modo que los datos puedan
acumularse y compartirse entre laboratorios.

i. Genoma especifico por naturaleza (especialmente con poliploides).

j-  Ningun efecto perjudicial sobre el fenotipo.

Las técnicas mas utilizadas para el fitomejoramiento son RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), AFLP (Amplified fragment length polymorphism),
RAPD (Random amplified polymorphic DNA), microsatélites o SSR (simple

12



sequence repeat) y SNP (Single nucleotide polymorphism). Las técnicas de
marcadores ayudan a seleccionar simultdneamente multiples caracteristicas
deseadas utilizando poblaciones F2, poblaciones de backcross, lineas casi

isogénicas (NIL), dobles haploides y lineas endégamas recombinantes (RIL).

-Marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism))

Son la primera generacion de marcadores de ADN y fueron una de las herramientas
mas importantes para la cartografia del genoma vegetal. En los organismos vivos,
las mutaciones (delecién e insercidn) pueden producirse en sitios de restriccion o
entre sitios de restriccion adyacentes en elgenoma. Los RFLP se detectan cortando
elADN gendmico con enzimas de restriccion. Cada una de estas enzimas tiene una
secuencia de reconocimiento especifica que suele ser palindrémicay que da lugar
a fragmentos de restriccion de cierta longitud cuando se digiere el ADN. Los
cambios en estas secuencias, que pueden estar causados por mutaciones
puntuales, inserciones o deleciones, modifican el reconocimiento enzimatico
dando lugar a fragmentos de ADN de diferente longitud y peso molecular entre
alelos polimérficos. Estos fragmentos se separan por tamaho mediante
electroforesis en gel de agarosa y se analizan mediante Southern blot  utilizando
sondas especificas de locus o multilocus. La mayoria de los marcadores RFLP son

codominantes y especificos de locus.

Debido a que la técnica RFLP es muy laboriosa, esta técnica fue mejorada y
reemplazada por CAPS (por sus siglas en inglés, Cleaved Amplified Polymorphic
Sequences), también conocida como PCR-RFLP, que incluye un paso de PCR.
La técnica CAPS consiste en digerir un fragmento amplificado por PCRy detectar el
polimorfismo por la presencia/ausencia de sitios de restricciéon en él (Konieczny y
Ausubel, 1993). Esta mejora permite desarrollar marcadores de alto rendimiento ya
que reduce el requisito de cantidades relativamente grandes de ADN puro e intacto

y el tedioso procedimiento experimental del revelado por Southern blot.
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-Marcadores RAPD (Random amplified polymorphic DNA)

El RAPD es un sistema de marcadores basado en la PCR que detecta el
polimorfismo de la secuencia de nucledétidos en el ADN amplificando con un unico
cebador o primer de tamano corto (10 bases aproximadamente). Este método se
basa en que el cebador hibrida en el ADN gendmico en varios sitios diferentes de
cadenas complementarias y permite la amplificacién de distintos fragmentos al
azar, generando un patréon de fragmentos que depende de la cantidad de sitios
complementarios que tenga el individuo. RAPD proporciona predominantemente
marcadores dominantes. Este sistema produce altos niveles de polimorfismoy es

sencillo y facil de llevar a cabo.

No obstante, estd técnica presenta varias limitaciones: (i) sus polimorfismos se
heredan como caracteristicas dominantes o recesivas, lo que provoca una pérdida
de informacién enrelaciéon con los marcadores que muestran codominancia, (ii) los
cebadores son relativamente cortos, y un desajuste de incluso un solo nucledétido
puede impedir el reconocimiento del cebador, provocando una pérdida de banda, y

(iii) la baja reproducibilidad.

-Marcadores AFLP (Amplified fragment length polymorphism),

Los AFLP son simplemente fragmentos de ADN que se amplifican utilizando
cebadores dirigidosa sitio de restriccion del ADN gendmico. Es una combinacion
de RFLP y los métodos RADP. El ADN se corta enzimaticamente en pequefios
fragmentos (como en el analisis RFLP), pero sélo se estudia una fraccion de los
fragmentos tras la amplificacién selectiva por PCR (Liu et al., 1994). AFLP es una
técnica extremadamente sensible que ademas ha sido automatizado por el uso de
cebadores fluorescentes para el sistema automatizado de analisis de fragmentosy
paquetes de software para analizar los datos bialélicos, permitiendo el analisis de
alto rendimiento. Las principales ventajas de las técnicas AFLP son: (i) no se
requiere informacidn sobre la secuencia, (ii) generaciéon de un gran numero de

polimorfismos.
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-Marcadores SSR (simple sequence repeat)

Los SSR, también denominados microsatélites, son repeticiones cortas en tdndem
(STR) o microsatélites de secuencia marcada (STMS), que son analizados por PCR.
Consisten en unidades de 2-7 pares de bases repetidas en tandem y dispuestas en
repeticiones de mono-, di-, tri-, tetra y penta-nucleétidos (A, T, AT, GA, AGG, AAAG,
etc.) con motivos que surgen de distinta cantidad de repeticiones. Estas
repeticiones estan ampliamente distribuidas por los genomas de plantas y
animales, que muestran un alto nivel de variacién genética basada en las
diferencias en el numero de unidades de repeticién en tandem de un locus. La
variacion en el numero de unidades repetidas en tandem da lugar a patrones de
bandas altamente polimérficas que se detectan mediante PCR utilizando
cebadores de la region flanqueante especificos del locus donde estan ubicados.
Estos tipos de marcadores se caracterizan por su hipervariabilidad,
reproducibilidad, naturaleza codominante, especificidad de locus y distribucion
aleatoria en todo el genoma en la mayoria de los casos, lo que los convierte en
valiosos marcadores genéticos. Ademas, el analisis por microsatélites requiere
muestras de ADN muy pequefias (~100 ng por individuo) y bajos costos de puesta a

puntoy ejecucion.

2. Marcadores SNP (single nucleotide polymorphism)

Los polimorfismos de un solo nucleétido, denominados SNP por sus siglas en
inglés, son el tipo mas comun de variacién genética entre los individuos de una
especie. Cada SNP representa una diferencia en un unico nucledtido en una
posicion particular del genoma (locus). Los SNP pueden estar presentes en las
secuencias codificantes de los genes, en las regiones no codificantes de los genes
0 en las regiones intergénicas. Los SNP proporcionan la forma mas sencilla de
marcadores moleculares, ya que una sola base nucleotidica es la unidad mas

pequena de herenciay, por tanto, pueden proporcionar el maximo de marcadores.
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Los SNP pueden clasificarse segun las sustituciones de nucledtidos: transiciones
(C/T o G/A) o transversiones (C/G, A/T, C/A o T/G). En plantas, normalmente, las
frecuencias en las que se encuentran los SNP estan en un rango de uno cada 100-
300 pb (Edwards et al., 2007; Xu, 2010). Las ventajas de estos marcadores son: (i)
son codominantes, por lo que se han convertido en marcadores genéticos muy
atractivos en el estudio y el mejoramiento genéticos, (ii) alta automatizaciéon y
rapidez de deteccién, con una gran eficacia parala deteccion de polimorfismos. Las

utilidades de los SNP en el SAM son:

Seleccion Genomica: Los SNPs son esenciales para la selecciéon gendmica,
un método que permite predecir el rendimiento y otras caracteristicas de interés en
plantas antes de que estas se desarrollen completamente. Mediante modelos
estadisticos complejos que integran datos gendmicos, la seleccion gendmica
puede identificar plantas con alto potencial de rendimiento o resistencia a
enfermedades, optimizando asi los programas de seleccidon y reduciendo

considerablemente el tiempo necesario para obtener variedades mejoradas.

Mapeo de QTL (Quantitative Trait Loci): Los SNPs permiten identificar
regiones especificas del genoma tipo QTL que estan asociadas con rasgos
cuantitativos de importancia agronémica, como el rendimiento, la resistencia a
enfermedades o la tolerancia a condiciones ambientales adversas. El mapeo de
QTL facilita la SAM, que se enfoca en elegir plantas que portan combinaciones de

SNPs asociados con estos rasgos de interés.

Caracterizacion de Diversidad Genética y Estudios de Asociacion: Los
SNPs permiten explorar y analizar la diversidad genética entre diferentes especies
o variedades, lo que es fundamental para comprender la variabilidad existente y
para disenar programas de hibridacién mas efectivos. Ademas, en los estudios de
asociacion, los SNPs se utilizan para correlacionar variantes genéticas especificas
con caracteristicas fenotipicas, lo cual es especialmente util para identificar genes

de interés en poblaciones naturales o en bancos de germoplasma.

Mejora de Tolerancia a Estrés Bidtico y Abidtico: Los SNPs son

herramientas valiosas para identificar variantes genéticas que confieren resistencia
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a patégenos (bacterias, hongos, virus) y a condiciones ambientales adversas, como
sequia, salinidad o temperaturas extremas. Esto permite desarrollar cultivos mas
resistentes a los cambios ambientales, lo cual es cada vez mas relevante en un

contexto de cambio climatico.

Analisis de Pureza Varietal y Autenticidad: Los SNPs también se utilizan
para verificar la pureza varietal y la autenticidad de las variedades vegetales. Esta
aplicacién es importante tanto para el control de calidad en programas de
mejoramiento como para proteger los derechos de propiedad intelectual asociados

a nuevas variedades.

Los SNPs pueden detectarse de varias maneras. Un método conveniente es el RFLP
(SNP-RFLP) o CAPS que se explico anteriormente. Si un alelo contiene un sitio de
reconocimiento para una enzima de restriccion mientras que el otro no, la digestion
de los dos alelos producira fragmentos de longitud diferente. Para esto, los SNPs
puede identificarse mediante el analisis de los datos de secuencia almacenados en
las principales bases de datos de secuencias. Existen otros ensayos para la
deteccion o genotipado de SNP que permiten analizar muchos polimorfismos a la
vez, como la hibridacidn alelo-especifica o la extensidon de cebadores, seguida de
electroforesis en gel, la espectrofotometria de masas, la cromatografia, la

polarizacién de fluorescencia, los arrays o chips, etc. (Sobrino et al., 2005).

En la Tabla 1 se comparan las caracteristicas de los marcadores de ADN mas
utilizados que se han comentado hasta aqui. Las ventajas o desventajas de un
sistema de marcadores dependen en gran medida de la finalidad de la

investigacion, los recursos genéticos o las bases de datos disponibles, el

, lafinanciaciony los recursos de personal, etc.
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Caracteristicas y descripcion RFLP RAFD AFLP SSR SNP
Abundancia genomica Alta Alta Alta Moderado a Alto Muy alta
cobertura genomica it;‘:: (ot AP peoma completo genoma completo genoma completo genoma complete
Expresion/herencia Codominante dominante codominante/dominante Codominante Codiminante
N° de Loci <1.000 <1.000 1.0005 1.000 - 10.000 <100.000
Nivel de polimorfismo Moderado Alto Alto Alto Alto

Cambios de una sola base, Cambios de una sola base, Cambios de una sola base, Cambios en la longitud de las Cambios de una sola base,
Tipo de polimorfismo Indsls Tndels Indsls repeticionss Indels
Tipo de sondas/cebadores ‘E}:;z‘n:z;:.m_\: o ADNe d= 10pb de nucleotido aleatoric  secuencia especifica secuencia especifica cebadores PCR. alelo especifico
Clonacion y/o secuenciacion s1 NO NO I s
Basado en PCR Normalments No SI 81 sI s1
Deteccién radioactiva Normalmente SI NO SleNO Normalmente No NO
Reproducibilidad/fiabilidad Alta Bajo Alta Alta Alta
proporcion multiplex efectiva Bajo Meoderade Alta Alta Moderado a alto
Indice del marcador Bajo Moderado Moderado a alto Alto Moderado a alto
Rendimiento del genotipado Bajo Bajo Alte Alto Alto
Cantidad de ADN necesaria 5-50ug 0.01-0.1 pg 05-10 ue 0.05-0.12 pg 2005z
Calidad del ADN requerido Alta Moderado Alta Moderado a alto Alta
Tecnicamente exigente Moderado Bajo Moderado Bajo Alto
Exigente en tiempo Alto Bajo Moderado Bajo Bajo
Facil de usar Dificil Facil Meoderado Facil Facil
Facil de automatizar Bajo Moderado Moderado a alto alto alto
Costo del desarrollo Moderado aalie bajo moderado moderado a alto alto
costo de anilisis alto baje moderado bajo bajo
N° de loci polimorfico por analisis |1-0-3-0 1330 20-100 1.03.0 L
Aplicacién primaria genefica diversidad diversidad y genstica todas las aplicaciones todas las aplicaciones

Tabla 1: Marcadores moleculares mas utilizados para el SAM.

3. Metodologia para el genotipado de SNPs en SAM

Cuando se utilizan para SAM, los SNPs suelen detectarse por metodologias
basadas en PCR por fluorescencia FRET. La Tabla 2 enumera las metodologias mas
utilizadas para detectar SNPs, las cuales serdan brevemente explicadas en los
siguientes apartados. Por lo general, estos sistemas tienen dos componentes
esenciales: (1) cebadores alelos especificos y (2) un sistema de sondas y
quenchers que producen una sefal fluorescente que puede asociarse a cada alelo
(Chen y Sullivan, 2003; Giancola et al., 2006; Mamotte, 2006). Algunos métodos,
como Scorpions (Thelwell et al.,2000; Solinas et al., 2001), TagMan (Schena et al.,
2006; Jawhariet al., 2015) y Molecular Beacons (Hardinge y Murray, 2019), las
sondas son especificas para cada alelo y marcador. En cambio, en otros métodos,
como Amplifluor, KASP y ASQ, los cebadores son los alelo-especificos para cada
alelo y las sondas marcadas con fluoréforos y quencher son universales (UPs) y

pueden utilizarse para cualquier marcador.
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KASP y Amplifluor produjeron un impacto revolucionario en el desarrollo posterior
de la tecnologia SNP. Los cebadores alelo-especificos (ASP), sencillos y baratos,
pueden disefarse y pedirse para cada SNP por separado, mientras que las sondas
portadoras de fluoréforos y quenchers relativamente caros, se adquieren una sola
vez en un stock que puede utilizarse durante mucho tiempo en muchos diferentes
SNP diana. El principio de ASP-UP es similar al de las balizas moleculares con la
adicién de «etiquetas» especializadas en el extremo 5' de la ASP y en el extremo 3'
de la UP (Myakishev et al., 2001). En estos métodos, un juego de ASP incluye dos
cebadores directos, que actuan de forma competitiva sobre el sitio del SNP, y un
cebador reverso comun. Las dos UP correspondientes, terminan con fluoréforos
FAM o HEX/VIC y generan una sefial fluorescente particular en presencia del alelo
especifico. Este enfoque permite una gran flexibilidad en el disefio del ensayo, lo
que se traduce en una mayor tasa de éxito global para el genotipado de SNP y

deteccion de InDels (Insercidn/Delecion).

Nombre Componente Alelo Componentes con Fluoroforos (F) y Quenchers (Q)
especifico (AS) Cebador universal o no Forma de la sonda y
(separado de sonda) posiciones de F v Q
Tagman El SNP objetivo se ubica | Una sola sonda contiene | Forma lineal. F v Q estan en
en el medio de lasonda | AS, F v Q todo junto. 5'- v 3/, respectivamente
Amplifluor | 2 cebadores alelo 2 sondas universales con | Forma de horquilla. F y Q
especificos sin marcar vy | la misma “etiqueta™ estan en el extremo 5'
1 cebador comun. v el centro de la sonda,
respectivamente
rhAmp 2 cebadores alelo Posibilidad de 2 sondas | Parece ser lineal, donde F v
especificos sin marcar y | universales Q estdn
1 cebador comun. situados en los extremos
KASP 2 cebadores alelo Posibilidad de 4 sondas | Parecen ser cuatro sondas
especificos sin marcar y universales universales lineales. F
1 cebador conin. v Q estan en los extremos
5'- vy 3'- de distintas
sondas, respectivamente
ASQ PCR 2 cebadores alelo Dos sondas universales Las cuatro sondas
especificos sin marcar y con fluoroforos universales lineales. F y Q
1 cebador comin. especificos y sus estdn
correspondientes “colas™ | en los extremos 5' y 3" de
v dos sondas universales | sondas separadas,
con sus quencher y respectivamente
barcodes

Tabla 2: Principales métodos utilizados para detectar SNPs.
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TagqMan

TagMan(R) es un ensayo de PCR de tubo uUnico que explota la actividad 5'
exonucleasa de la Tag DNA Polimerasa desarrollado por Thermo Fisher Scientific
Inc. El ensayo incluye dos cebadores PCR especificos de locus que flanquean el
SNP de interés, y dos sondas TagMan alelo especifico. Cada sonda tiene un
fluoréforo reportero (FAM o VIC) en el extremo 5' que emite sefal a una longitud de
onda diferente, y un quencher no fluorescente en el extremo 3' que bloquea la

senal.

La Figura 1 muestra el proceso del ensayo de genotipado SNP TagMan, el
cual puede resumirse en los siguietes pasos:

EL ADN gendmico se introduce en una mezcla de reacciéon compuesta por
TagMan® Genotyping Master Mix, cebadores directo y reverso, y dos sondas
TagMan®.

Cada sonda TagMan se adhiere especificamente a una secuencia
complementaria, si estd presente, entre los sitios de los cebadores directo e
inverso. Cuando la sonda esta intacta, la proximidad del  quencher al colorante
reportero suprime la fluorescencia del reportero.

La actividad exonucleasa de la Tag ADN polimerasa escinde Unicamente las
sondas hibridadas con la la secuencia del SNP. La escision separa el colorante
reportero del quencher, aumentando la fluorescencia del reportero. El aumento de
la fluorescencia solo se produce si la secuencia diana amplificada es
complementaria a la sonda. Asi, la senal de fluorescencia generada por la

amplificacion PCR indica qué alelos hay en la muestra.
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Sonda TagMan

Fluoroforo ‘___‘ Quencher
Forward primer

_'
' Reverse primer
Hibridacion de la sonda

sitio especifica

Extension during PCR
S S—

Clivaje de la .
sonda y liberacion
del Fluoréforo .

-
()
L
e
.
“Suuve’

-
San®

SE————E——E—— ——— — —

e "y

h L B N B B N ]
Fluorescencia ! !

PCR product

Figura 1: Funcionamiento de deteccién de SNP mediante sondas TagMan.

Amplifluor

El sistema de deteccion universal Amplifluor(R), registrado por Millipore(R),
también se basaen la presencia de fluoréforos (FAM 0 JOE) y un quencher (DABSYL).
El cebador que contiene la senal fluorescente y el quencher se denomina

UniPrimey proporciona al usuario un formato universal para detectar productos de
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PCR mediante transferencia de energia de fluorescencia. El disefio Unico de
UniPrime es tal que emite una sefial de fluorescencia solo al incorporarse a los
productos de amplificacidon producidos durante cada ciclo de PCR (Fig. 2). Los
niveles de productos de amplificaciéon pueden detectarse y cuantificarse

directamente en equipos de fluorescencia de punto final o en tiempo real.

UniPrime consta de una cola de oligonucledtido de 3' de 18 bases (secuenciaZ) y
una secuencia intracomplementaria 5' marcada con un par de moléculas de
transferencia de energia. La «secuencia Z» actua como cebador universal de PCRy
esta especificamente disefada para reducir el fondo de PCR debido a la formacién
de heterodimeros. Para utilizar el UniPrime en la PCR, la secuencia Z se anade al
extremo 5' de uno de los cebadores especificos de la diana al ser disenados. Como
se muestra en la Figura 2, al generarse en los primeros ciclos de la reaccion de PCR
el amplicon especifico de cada alelo, el UniPrime complementa la secuencia Z
contenido en ély actia como cebador. A medida que se incorpora el UniPrime y se
despliega la horquilla, ya no es posible el bloqueo de la sefial fluorescente debido
alaumento de la distancia entre los fluoréforos y DABSYL. La sefal de fluorescencia
producida con cada ciclo de PCR se correlaciona directamente con la cantidad de

ADN amplificado generado para cada alelo, lo que permite su cuantificacion.
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Figura 2: Funcionamiento de deteccion de SNP mediante sondas Amplifluor.

rhAmp

El sistema de genotipificacion de SNPs rhAmp(R) de IDT(R) combina la hibridacion
alelo-especifica y la extensidén en un unico ensayo. Se basa en el uso de dos
enzimas, la RNAsa H2 (una endorribonucleasa) y una ADN polimerasa Tag mutante
con discriminacién alélica mejorada. Los cebadores de genotipado SNP de rhAmp
contienen una unica base de ARN y estan bloqueados en el extremo 3. Ademas,
cada uno de los cebadores alelo-especificos tiene una cola universal Unica que
incorpora al amplicén una secuencia complementaria a las secuencias reporteras.
El rapido desbloqueo de los cebadores por la RNasa H2 sélo se produce tras la
formacion de un heteroduplex perfectamente emparejado entre el cebador que

contiene ARN bloqueado y la diana de ADN. Una vez desbloqueado por la RNasa
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H2, el extremo 3' del cebador recién activado se sitla sobre el sitio SNP, y es
polimerizado por la Tag ADN polimerasa mutante para la PCR alelo-especifica.
Como resultado de la utilizaciéon de las 2 enzimas se obtiene una mejor

discriminacion alélica.

En la Figura 3 se esquematiza el funcionamiento de rhAmp, el cual consta de los

siguientes pasos:

Un ASP contiene la base de ADN complementaria al alelo de referencia del
SNP diana, y el otro ASP contiene la base de ADN complementaria al alelo
alternativo, cada uno con la base de ARN y el extremo 3’ bloqueado. Estos ASP se
unen especificamente al ADN molde complementario.

La RNAsa H2 reconoce el heteroduplex ARN-ADN y escinde los cebadores
para liberar el extremo 3' bloqueado, activando asi los cebadores para la PCR,
mientras que el ASP no emparejado permanece bloqueado.

La extensién de la ASP incorpora la secuencia de cola especifica del alelo en
el amplicon, seguida de la extensién de la LSP para formar la cadena
complementaria. La sonda y el cebador universal se unen a la cadena
complementaria a la secuencia de cola del alelo incorporado. Durante la PCR, la
actividad 5' exonucleasa de la Taq polimerasa degrada la sonda, liberando el

fluoréforo y generando la sefal de fluorescencia.
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Figura 3: Funcionamiento de deteccién de SNP mediante sondas rhAmp.
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ASQ (Allele-Specific qPCR)

El método ASQ para el genotipado de SNPs requiere tres componentes separados:
(1) dos 0 mas cebadores ASP dirigidos al SNP con identidad en las penultimas
posiciones del extremo 3'y etiquetas especificas en el extremo 5'; (2) dos o0 mas
sondas universales (UPs) con etiquetas correspondientes y diferentes colorantes
fluorescentes en el extremo 5', y (3) una Unica sonda universal comun con un

quencher en los extremos 3' (Uni-Q), complementaria a todas las etiquetas UP.

Este método puede utilizarse potencialmente para cualquier SNP o InDel, asi
como para PCR multiplex para diferentes dianas de ADN o ambos casos
simultdneamente. La flexibilidad del método se debe a la parte universal, que son
las UPs independientes de la tarea con una Unica Uni-Q. Cada UP puede utilizarse
potencialmente para cualquier tarea en la que se requiera el anélisis diferencial y
multiplex de dos 0 mas dianas. En la Figura 4 se esquematiza el funcionamiento del

método.

1. Desnaturalizacion del ADN y union de cebadores

PEEEENN)

\—,A_c X No ampificabon

2. Sintesis de ADN complementario a tail y specific barcode

5 I (2 5 O

3. Desnaturalizacion de sondas universales y quenchers
[ VS [ S Referencias
[QEESEEEN [CEESEEEE
Donaturabon and dyo-spacdic barcode recognibon Denaturston and ronstursbion back .
l Cebadores alelos especificos
l X 5 T-C
4. Hibridacion de sondas universales con fluoroforos 5 e A-c

Dye specific Locus specific
barcode sequence

/_\ M Cebador reverso comun
W —s

Sondas universales con Fluoroforos

1 S@TTTTTT ”

5. Liberacion de la sefal fluorescente

" SOTTTTTT
LIV UL LTI OO T

Sonda universal con Quencher

—@Lllllls
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Figura 4: Funcionamiento de deteccion de SNP mediante sondas ASQ

KASP

Similarmente al ASQ, los ensayos de genotipado KASP se basan en la PCR alelo
especifica competitiva y permiten la deteccidén bialélica de SNPs e InDels en loci
especificos. Los oligonucledétidos necesarios para llevar a cabo la reacciéon son: (1)
dos cebadores alelo especificos (uno para cada SNP) cuyo extremo 5 posee una
cola de secuencia especifica idéntica a cada oligo 3; (2) un cebador comun
(reverse); (3) dos oligos marcados con un fluoréforo en el extremo 5°, uno marcado
con el fluoréforo FAM (F) y otro con fluoréforo HEX (H); y (4) dos oligos
complementarios a estos ultimos unidos a un quencher (Q), que al estar apareados
apagan la senal fluorescente. Los oligonucledtidos 1y 2 se incluyen en la mezcla de
cebadores (Primer mix), mientras que los oligonucledtidos 3 y 4 estan contenidos
en la mezcla maestra (Master mix). Ambas mezclas junto con la muestra de ADN

conforman los componentes necesarios para el ensayo KASP (Figura 5).
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Figura 5: Descripcién general del mecanismo de accidon del ensayo KASP. (A)
Desnaturalizacién del ADN e hibridaciéon del cebador alelo especifico (en este
ejemplo del alelo 1); (B) generacidon de una secuencia complementaria a la cola del
alelo 1; (C) generacidn de la sefal fluorescente (en este caso FAM).

En el primer paso de la PCR (A), las hebras de ADN se separan y el cebador alelo
especifico apropiado se une a su region complementaria aguas arriba del SNP,
mientras que el otro cebador alelo especifico no se une debido a que no presenta
la base complementaria al SNP. El cebador comun se une a su region

complementaria en la hebra opuesta y la PCR continda. Durante este paso, los
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oligos marcados con los fluoréforos FAM/HEX permanecen unidos a sus quenchers
bloqueando la sefal fluorescente. En el siguiente paso (B), el cebador comun
genera una copia complementaria a la cola del alelo 1 0 2. Uno de los oligos
marcados sera complementario a esta nueva secuencia, uniéndose a ella y
liberando el oligo secuestrador de su sefal (C). Con las sucesivas rondas de PCR,
aumentan los niveles de fluoréforo unido al fragmento amplificado dando lugar a la
senal fluorescente correspondiente. Si el genotipo es homocigota para una de las
variantes de SNP, sélo se generard una u otra de las posibles sefales fluorescentes,
en cambio, si elindividuo es heterocigota, el resultado sera una senal fluorescente

mixta.

4. Métodos para el analisis e interpretacion de datos de
marcadores tipo KASP

Cuando se realizan el genotipado de SNPs por PCR siguiendo la metodologia KASP,
se obtienen datos de fluorescencia de dos longitudes de onda. A partir de estos
datos se puede generar un grafico de discriminacién alélicacomo el que se muestra
en la Figura 6, donde cada eje representa el valor de fluorescencia de cada
fluoréforo. Los puntos azules son la sefal aportada por el alelo A con fluorescencia
FAM, los puntos rojos son la sefial aportada por el alelo B con fluorescencia HEX y
los puntos verdes corresponden a los individuos heterocigotas que aportan ambas
senales. A partir de la interpretacion visual de un grafico de discriminacién alélica,
donde se comparan las posiciones relativas de cada muestra frente a controles
conocidos, se puede discriminar qué alelos posee cada individuo de una
poblacion. Para trabajar con poblaciones de muchos individuos, donde la
interpretacion visual resulta tediosa y laboriosa, existen abordajes matematicos y
criterios numéricos que permiten automatizar la interpretacion de los datos de
fluorescencia e inferir la composicién alélica de cada muestra en la poblacién. A
continuacién, se desarrollaran dos de estos abordajes y se aplicaran a tres

aplicaciones comunes del mejoramiento genético vegetal.
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Figura 6: Grafico de discriminacion alélica. Los puntos azules corresponden al alelo
A (fluoréforo FAM). Los puntos rojos corresponden al alelo B (fluoréforo HEX). Los
puntos verdes corresponden a las muestras con ambos alelos (fluoréforos FAM y
HEX). Los puntos negros corresponden a los controles sin ADN.

Transformacion Arctan: El primer enfoque matematico consta de transformar
las coordenadas (FAM, HEX) del grafico de discriminacién alélica en un unico valor.
Para esto se utiliza el angulo entre la linea del eje de las ordenadas y la linea que
conecta el punto de inicio (0,0) con las coordenadas de la muestra después de la
amplificacion (Fig. 7). Este valor recibe el nombre de angulo de amplificacion, 6. EL
valorde B indicala proporciondel alelo A (etiquetado con FAM) conrespectoalalelo
B (etiquetado con HEX). Los valores de 0°, 45° y 90° corresponden a proporciones
de solo B, A:B = 1:1, y solo A, respectivamente (61, 62, 83 en la Fig. 7). Siguiendo
esta idea, los criterios numéricos serian: cuando 0° < 6 < 45°, hay mas B presente

que A, cuando 45° < 6 <90°, hay mas A que B.
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Figura 7: Ejemplo de grafica de las muestras utilizando angulo de amplificacion.

Brevemente, la secuencia de pasos para la interpretacidn de los datos a partir de

los datos crudos de fluorescencia seria:

1. Exportar los valores de Unidades de fluorescencia relativa (RFUs) para FAM
(465-510nm) y HEX (533-580nm) del software del lector de fluorescencia
como archivo .csv.

2. Importaren el software estadistico de su eleccién estos datos (R, SPSS, SAS,
Mathematica, etc).

3. Para cada reaccion, calcular la transformacién Arctan de la relacién de RFU

FAM a HEX para calcular el angulo de amplificacién (8) segun:

HEX
FAM

0 = arctan

4. Descartar las lecturas que se encuentren en el 20% inferior del grafico.
5. Generarun grafico con el valor de 6.

6. Asignar la composicién genética segln el angulo.
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Transformacion Delta: El segundo método simplemente encuentra la diferencia

de fluorescencia de HEXy FAM, o Delta (HEX - FAM). Para mejorar la interpretacion,
este método primero reescala los valores de HEX y FAM como porcentajes, y luego
calcula el Delta. Asi, los criterios para asignar la composicidon genética serian: para
el alelo A (etiquetado con FAM), Delta <0; para el alelo B (etiquetado con HEX), Delta
>0, y para los heterocigotos, seria Delta = 0. Si bien es posible un rango continuo de
valores de Delta, basado en la dosis de alelos a partir de la variacién del niumero de
copias delgen o laconcentracion de ADN, los heterocigotas tienen valores de Delta
confiablemente cercanos a 0 independientemente de la concentracién de ADN.
Los valores Delta por encima o por debajo de los cuales una muestra se considera
homocigdtica se pueden establecer de forma independiente para cada ensayo
(placa de 96 pocillos) y para cada alelo. EL método Delta es particularmente Util para
situaciones en las que los genotipos se resuelven de forma deficiente en el
diagrama de discriminacion alélica, lo que puede ocurrir por sobreamplificacion,

dimerizacion de cebadores u otras limitaciones técnicas.

Para obtener el valor de Delta, debe relacionarse ambas fluorescencias y
normalizase en funcidon de los minimos y maximos del conjunto de muestras

siguiendo los siguientes pasos:

1. Exportar las Unidades de fluorescencia relativa (RFUs) FAM (465-510nm) y
HEX (533-580nm) del software del lector de fluorescencia como archivo .csv.
Importar en el software estadistico de su eleccion (R, SPSS, SAS,
Mathematica, etc).

2. Para cada muestra de una placa de 96 pocillos, reescalar los valores de
fluorescencia de 0 a 100%: donde FAM% y HEX% son los valores
reescalados, x es el valor FAM RFU bruto de la muestra, minFAM es el valor
FAM RFU mas pequeno de la placa, maxFAM es el valor FAM RFU mas grande
de la placa, y es el valor HEX RFU bruto de la muestra, minHEX es el valor
HEXRFU mas pequeno de la placay maxHEX es el valor HEXRFU mas grande

de la placa.

X — minFAM

%FAM = 100 X -
MaXpapy — MNpay
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Yy —minggx

%HEX =100 X -
maXHEX - mlTlHEX

3. Realizar un grafico de dispersion con % FAMy % HEX en los ejes Xe Y
respetivamente

4. Las lecturas que se encuentren en % FAM <20y % HEX < 20 se descartan
asegurandose que ningun NTC u otro control queden dentro de este rango

5. Para cada muestra, se calcula el Delta:

A =HEX-FAM

6. Se realiza un grafico donde los valores Delta para cada muestra queden
asignados en el eje Y mientras que las muestras se ordenan en el gje X.

7. Comparar el grafico Delta con el grafico de discriminacion alélica para
establecer los limites de corte entre los genotipos: Para alelos heterocigotas
Delta cercano a 0. Para los homocigotas HEX Delta (Alelo B) > 0. Para los
homocigotas FAM (alelo A) Delta < 0.

8. Hay que considerar que las variaciones en la concentracion de ADN
modifican la relaciéon del Delta. Lo mismo ocurre con los organismos que no

son diploides.

Comparacion de ambos métodos (Arctan y Delta) para la visualizacion y
analisis de datos de diferentes tipos de ensayos.

Con el fin de evaluar cual de estos abordajes resulta mas adecuado para analizar
datos de marcadores tipo KASP, se compard su utilizacién a tres situaciones o
aplicaciones comunes de marcadores moleculares en el area del mejoramiento
genético vegetal. Los datos analizados fueron brindados por el Laboratorio de
Gendémicay Marcadores moleculares de la FAUBA.
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-Puesta a punto y validacion de marcadores basados en SNP.

Cuando se cuenta con la secuencia de un SNP que se quiere utilizar para desarrollar
un marcador para ser detectado por PCR, se deben disenar, sintetizar y validar las
sondas especificas para su detecciéon. El disefo se suele hacer utilizando
programas informaticos especificos como PRIMER3, WASP, FASTPCR, entre otros.
La sintesis se realiza quimicamente utilizando bloques de construccién,
fosforamiditos protegidos de nucledsidos naturales o modificados quimicamente
0, en menor medida, de compuestos no nucleosidicos. La sintesis suele solicitarse
a proveedores que cuentan con el equipamiento automatizado para este fin. Una
vez que se cuenta con las sondas, el siguiente paso es su validacion, el cual consta
de una corrida de PCR con ADN extraido de genotipos contrastantes para el
marcador y heterocigotas. A partir de esta corrida se obtienen valores de
fluorescencia para FAM y HEX que pueden representarse en un grafico de
discriminacion alélica. En la Figura 8A, se muestra la validacidon de un marcador
utilizando 24 muestras, 7 de ellas homocigotas para el alelo A (FAM), 7 homocigotas
para el alelo B (HEX), 6 muestras heterocigotas y 2 NTC (control negativo). Las
Figuras 8B y C muestran la aplicacién del método de Arctan y Delta,
respectivamente. Como se esperaba dado que el grupo de muestras era claramente
contrastante y su numero reducido, no se observan diferencias en cuanto a la

visualizacidn e interpretacion de datos utilizando ambos métodos de analisis.
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Método A C
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Muestras N®

Figura 8: Graficos de discriminacién alélica de ensayo de validacion. A- Grafico de
dispersion de fluorescencias FAM y HEX. B- Grafico de método Arctan. C- Grafico
de método Delta.

-ldentificacion varietal

El uso de marcadores moleculares para la identificacion genética en plantas ha
demostrado ser una herramienta poderosa y precisa, ya sea para conservar y
mejorar colecciones de germoplasma o para la correcta identificacion de
variedades de interés o bajo proteccién de la propiedad intelectual. Una vez
establecido el genotipo de una variedad concreta, éste es invariable para todos los
individuos de esa variedad, y puede extraerse a partir de material vegetal de
cualquier parte de la planta. Este tipo de ensayos consta de 384 o0 1536 muestras
que se analizan juntas equitativamente y que pueden arrojar resultados
homocigotas para cada uno de los alelos y en menor proporcion heterocigotas. En
este caso, donde se analizan muchas muestras a la vez, es fundamental contar con
un método para el analisis e interpretacion de datos KASP confiable. La Figura 9A
muestra un grafico de discriminacion alélica generado a partir de los resultados
para un marcador tipo KASP que se utiliza en la identificacion varietal. Las Figuras

9B y C muestran la aplicacion del método de Arctan y Delta, respectivamente. La
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comparacion de la discriminacién obtenida por cada método permite suponer que
el método Delta agrupa mejor los datos mas dispersos (heterocigotas y sin
amplificaciones). El porcentaje de discrepancia entre ambos métodos fue del 1,8%
y correspondié a muestras que se encontraban cerca de los limites de corte. Estas
discrepancias pueden mejorarse cambiando los umbrales de corte considerando
el tipo de ensayo y cultivo del que se trata. De cualquier manera, estas pocas
muestras pueden analizarse manualmente y considerar repetir su ensayo para

mayor seguridad.
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Figura 9: Graficos de discriminacion alélica de identificacion varietal. A- Grafico de
dispersion de fluorescencias FAM y HEX. B- Grafico de método Arctan. C- Grafico
de método Delta.

-Control de Hibridos “Grow out”

En los cultivos hibridos, como el girasol, un paso importante en la produccion es el
control de la uniformidad de los hibridos y el control de la fecundacion. Estos
ensayos son los llamados “Grow out” y consisten en plantar en el campo una
muestra significativa de plantas de cada lote de semilla producida, crecerlos y leer
los fenotipos completamente. En base a las caracteristicas genéticas previamente

determinadas y los fenotipos observados, un especialista establece la purezay la
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uniformidad de cada hibrido. Una alternativa al procedimiento de crecery leer los
fenotipos de una muestra de cada lote es usar marcadores moleculares para
realizar el chequeo de los hibridos. Este procedimiento se realiza en etapas de
plantula, cuando se toma la muestra para la extraccion de ADN, reduciendo
considerablemente el tiempo y el espacio necesario para la siembra, puesto que

puede hacerse en macetas en invernadero.

En este tipo de ensayos consta de 368 o 1536 muestras de uno o varios lotes de un
hibrido, para las cuales se analizan unos pocos marcadores. Dentro del set de
analisis, se incluyen marcadores que permitan diferenciar los progenitores del
hibrido (marcadores polimoérficos) y se espera que, exceptuando los controles (que
suelen proceder de los dos parentales), todas las muestras sean heterocigotas en
estos marcadores, descartando de esta manera la autopolinizacién. Ademas, se
suelen pasar otros marcadores, especificos del hibrido, que permitan descartar
polinizaciones cruzadas con otros materiales que puedan estar presentes en el
area de produccion. Para estos ultimos marcadores, se espera que las muestras
sean en su mayoria homocigotas, y solo las contaminaciones, heterocigotas. En la
Fig. 10A se muestra un grafico de discriminacidn alélica para un marcador tipo KASP
especifico del hibrido. En el grafico se ve claramente como la mayor proporcién de
muestras es homocigota para el marcador (puntos rojos), y solo 2 heterocigotas
(puntos verdes). Cabe destacar que los puntos azules corresponden a los controles

contrastantes necesarios para validar el ensayo.

Las Figuras 10B y C muestran la aplicacion del método de Arctany Delta al analisis
de los resultados del marcador especifico del hibrido, respectivamente. El método
angulo de amplificacion (Arctan) agrupa mejor los datos en este tipo de ensayos
que el segundo método. Esto posiblemente se deba a que los resultados no
arrojaron mediciones parejas para ambas fluorescencias, lo que no permite el
correcto escalado de los porcentuales y correccién de los valores por los maximos

y minimos que necesita el método Delta.
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Figura 10: Graficos de discriminacion alélica de control de hibridos. A- Grafico de
dispersion de fluorescencias FAM y HEX. B- Grafico de método Arctan. C- Gréfico
de método Delta.
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Consideraciones finales

Los SNPs, como marcadores moleculares, se destacan por su abundancia y
estabilidad en el genoma, lo que los convierte en una opcidn preferida para el
genotipado aplicado a la SAM, la seleccién gendmicay el mapeo de QTL en cultivos

agricolas.

Los marcadores tipo KASP han demostrado ser una herramienta eficiente para
mejorar la precisiéon y velocidad en la seleccidon asistida por marcadores,
permitiendo una integracion mas rapida de rasgos deseables en variedades

vegetales.

Aunque el sistema KASP ofrece alta precisidon y automatizacién, su éxito depende
de la calidad del ADN y la correcta estandarizacién de las metodologias. Se
recomienda realizar validaciones previas en los laboratorios para ajustar las
condiciones especificas de cada cultivo y cada marcador. Es importante destacar
que tanto las concentraciones de ADN iniciales como el tipo de cultivos, diploides
o poliploides arrojaran graficos diferentes y por lo tanto la interpretaciéon de los

datos no puede ser ajena a estas caracteristicas.

Elsistematipo KASP se posiciona como una de las herramientas mas robustas para
la detecciéon de SNPs debido a su alta sensibilidad, especificidad y facilidad de
implementacién en laboratorios de mejora genética. Ademas, su costo es

competitivo y permite su ejecucion en sistema de alto flujo de muestras.

El continuo avance en las tecnologias de genotipado y la reducciéon de costos
aumentaran la accesibilidad del sistema KASP, expandiendo su uso a cultivos

menores y programas de mejora en paises en desarrollo.

Tanto los métodos basados en la transformacidon Arctan como los basados en Delta
ofrecen resultados precisos y confiables para interpretar datos de fluorescencia en
ensayos KASP. Sin embargo, el método Delta mostré una mejor agrupacion en
muestras heterocigotas y aquellas sin amplificaciones claras, mientras que el

meétodo Arctan destacé en ensayos homogéneos, como en el control de hibridos.
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Los graficos de discriminacién alélica y los métodos analiticos empleados
permitieron diferenciar con claridad las poblaciones genéticas analizadas,
demostrando la capacidad del sistema KASP para manejar diversidad genética

significativa en programas de mejoramiento vegetal.

Los graficos demuestran que la tecnologia KASP, combinada con analisis visual y
matematico (Arctan y Delta), permite interpretar con precision los datos de
fluorescencia, identificar genotipos y validar la pureza varietal o la homogeneidad

genética en programas de mejora vegetal.

Los métodos analiticos son complementarios y su seleccién depende del disefio

experimentaly de las caracteristicas de la poblacion estudiada.

La estandarizacion de los ensayos de fluorescencia permite maximizar el
aprovechamiento del equipo disponible, minimizando variaciones derivadas de la
calidad del ADN o de las condiciones de PCR. Se sugiere un analisis comparativo
previo entre ambos métodos para seleccionar el mas adecuado segun la naturaleza

del experimento y las caracteristicas del cultivo y la poblacién de estudio.
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