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VALIDACION DEL QTL HAP-6A-13 ASOCIADO A PESO DE GRANO EN TRIGOS
HARINEROS DE PRIMAVERA

Guillermo Garcia Barrios, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN
El peso del grano es un componente estable del rendimiento de grano en el trigo (Triticum
aestivum). Los marcadores moleculares ligados con el peso del grano pueden usarse en la seleccion
asistida por marcadores para acelerar las ganancias genéticas para este caracter. Este estudio se
realizd para validar el QTL HAP-6A-13, el cual se reporté asociado a peso de grano en trigos
harineros de primavera en CIMMYT. Para realizar la validacion se disefiaron dos marcadores de
competencia alelo especifica (KASP - kompetitive allele specific PCR) para los SNP T/C y A/G
que forman el QTL. La asociacion de los marcadores KASP con el peso de grano y rendimiento
se verifico mediante estudios de asociacion del genoma completo (GWAS - genome-wide
association study) en cuatro colecciones de trigo. Los dos marcadores KASP mostraron asociacion
significativa con el peso de grano y rendimiento. Los anélisis basados en haplotipos mostraron
mejor resultados GWAS que los analisis con los marcadores SNP individuales. Adicionalmente se
generaron y evaluaron diez familias endogdmicas heterogéneas (HIF - heterogeneous inbred
family) para peso de mil granos, rendimiento y otros caracteres morfométricos del grano. Las
evaluaciones fenotipicas se realizaron en el noreste y centro de México. En contraste con los
resultados GWAS las evaluaciones de HIF mostraron efectos inconsistentes del QTL para los
caracteres rendimiento, peso, ancho y grosor de grano. Los genotipos con el haplotipo TG fueron
superiores solo en longitud de grano en los dos ambientes, pero con poca significancia, lo que

demuestra la dificultad de validar un QTL de efecto menor en trigo.

Palabras clave: Triticum aestivum, validacion de QTL, peso de mil granos, haplotipos SNP,

familias endogamicas heterogéneas.



VALIDATION OF QTL HAP-6A-13 ASSOCIATED WITH GRAIN WEIGHT IN SPRING
BREAD WHEAT

Guillermo Garcia Barrios, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT
Grain weight is a main component of grain yield in wheat (Triticum aestivum). Molecular markers
that are linked to grain weight might be used in marker-assisted selection to accelerate genetic
gains for this trait. The current study was carried out to validate the QTL HAP-6A-13, which was
reported to be associated to grain weight in CIMMYT spring bread wheat. For validation two
kompetitive allele specific PCR (KASP) markers were designed for the SNPs T/C and A/G
comprising the QTL. The association of the markers KASP with thousand kernel weight and grain
yield was verified by genome-wide association study (GWAS) in four independent datasets. The
two KASP markers showed significant association with thousand kernel weight and grain yield.
Haplotype-based analyzes showed better GWAS results than analyses with single SNP markers.
In addition, ten heterogeneous inbred families (HIF) were generated and evaluated for the thousand
kernel weight, grain yield and other morphometric traits of the grain. Phenotypic evaluations were
conducted in the northeastern and central Mexico. In contrast to the GWAS datasets, the
evaluations of HIF showed inconsistent effects of the QTL for grain yield, thousand grain weight,
width, and thickness. The genotypes carrying the TG haplotype were only superior for grain length
in the two environments, but with low significance, which show, the difficulty of validating a

minor QTL in wheat.

Key words: Triticum aestivum, QTL validation, thousand kernel weight, SNP haplotypes,

heterogeneous inbred families.
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I.  INTRODUCCION
Los caracteres peso, longitud, ancho y grosor del grano son caracteres que se heredan de una
manera relativamente estable, y ademéas exhiben valores de heredabilidad mayores que el
rendimiento general (Dong et al., 2014; Kuchel et al., 2007). Dado que estos caracteres estan
regulados por multiples genes, el aprovechamiento de la variacion geneética es un enfoque

prometedor para mejorar el rendimiento del trigo (Chen et al., 2020; Liu et al., 2020).

La deteccion de loci de caracter cuantitativo (QTL - quantitative Trait Loci) amplia las
oportunidades para desarrollar marcadores diagnostico que puedan utilizarse en la seleccion
asistida por marcadores moleculares y en la piramidacion de genes, permitiendo aumentar las
ganancias genéticas en caracteres como peso de grano y rendimiento (Sehgal et al., 2019; Tyagi et
al., 2014).

Sehgal et al. (2019) reportaron el QTL HAP-6A-13 con efecto en peso de mil granos en trigo
harinero, el QTL se detectd6 mediante un estudio de asociaciéon del genoma completo (GWAS -
genome-wide association study) basado en haplotipos. Los autores utilizaron 4,302 lineas de trigo
que comprendieron cinco ensayos de rendimiento del programa de mejoramiento del Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) y 8,443 marcadores moleculares del
tipo genotipado por secuenciacion (GBS - Genotyping by sequencing). El haplotipo favorable del
QTL HAP-6A-13 contribuy6 con un incremento de hasta 2.60 gramos en muestras de mil granos.
El QTL se localiz6 en el cromosoma 6A, en una region no codificante. EI gen mas préximo al
QTL es TraesCS6A02G258900 y codifica para una proteina quinasa, se han reportado algunas
proteinas quinasa como reguladoras del tamario del grano en trigo y arroz (Duan et al., 2014; Miao
etal., 2017).

Las lineas casi isogénicas (NIL — near isogenic lines) son un conjunto de lineas efectivas para
estudiar los efectos fenotipicos atribuibles a un QTL ya que el fondo genético, caracteres
morfoldgicos y fenoldgicos que comdnmente influyen en las evaluaciones fenotipicas de los

caracteres cuantitativos, esta estandarizado (Pumphrey et al., 2007).

Las familias endogamicas heterogéneas (HIF — Heterogeneous inbred family), son un tipo especial
de NIL, se obtienen al cruzar dos progenitores distintos y realizar autopolinizaciones durante varias
generaciones. Seguido se detectan lineas segregantes heterocigoticas para la region de un QTL a

verificar, estas lineas identificadas, se autopolinizan una vez mas, para obtener una segregacion



mendeliana del QTL y finalmente se compara el fenotipo de las lineas segregadas (Kooke et al.,
2012; Tuinstra et al., 1997).

II. OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivo general
Validar el QTL HAP-6A-13 en ensayos de rendimiento y familias isogénicas de trigos harineros
de primavera desarrollados por CIMMYT y valorar la conveniencia de ser integrado en programas

de mejoramiento genético.

Objetivos especificos

e Disefiar marcadores moleculares tipo KASP a partir de secuencias GBS.

e verificar la asociacion de los marcadores con el peso de mil granos mediante GWAS en

nuevas poblaciones de mejoramiento
e Construir familias isogénicas bajo la metodologia HIF.

e Validar el efecto del QTL HAP-6A-13 al comparar el peso de grano entre lineas isogénicas
HIF.
Hipotesis
El QTL HAP-6A-13 tiene un efecto lo suficientemente consistente en peso de grano para ser

integrado en programas de mejoramiento genético para la piramidacion de genes.

I1l.  REVISION DE LITERATURA
Mejoramiento de caracteres cuantitativos
Los caracteres cuantitativos pueden ser, en principio, todos los rasgos que pueden medirse en un
individuo, tanto si se trata de dimensiones, proporciones anatémicas o funciones fisioldgicas de
todo tipo. La distribucién de frecuencias de los caracteres cuantitativos se aproxima en mayor o

menor medida, a la distribucion normal (Falconer y Mackay, 2006).

La variacion cuantitativa puede ser explicada por el modelo infinitesimal, el cual establece que los
caracteres cuantitativos son la suma de un componente genético y otro no genético (ambiental),
ademas supone que la variacién genética de los caracteres cuantitativos es causada por un infinito

numero de QTL con efectos alélicos infinitesimales (Barton et al., 2017; Mackay, 2001).



Shrimpton y Robertson (1988) proponen que los caracteres cuantitativos estan bajo el control de
unos pocos genes principales y respaldados por numerosos genes con efectos menores. Los loci

principales son los responsables de la mayor parte de la variacion en los caracteres.

Un QTL principal o QTL mayor tiene un efecto lo suficientemente grande y consistente, aunque
estos QTL pueden ser significativos en unos programas, pueden no serlo en otros. Es méas sencillo
encontrar QTL principales para caracteres morfoldgicos, fenoldgicos, tolerancia a estrés biético y
abiotico, pero es probable que estén ausentes para un caracter altamente seleccionado como el

rendimiento en germoplasma elite (Bernardo, 2020).

Los QTL menores tienen una influencia sutil sobre el fenotipo, que se enmascara facilmente con
la epistasis, las interacciones gen-ambiente, la baja asociacion con el fenotipo debido a un tamafio
pequefio de muestra y las interacciones complejas con otros QTL. Los QTL menores son
importantes porque juntos pueden producir de manera aditiva o sinérgica efectos igualmente

dramaéticos sobre el fenotipo que los QTL principales (Yang et al., 2013).

Peso de grano: un caracter complejo

El incremento del rendimiento de grano es uno de los objetivos méas desafiantes en el mejoramiento
de trigo debido a su compleja arquitectura genética, baja heredabilidad y porque esta influenciado
por interacciones ambientales en todas las etapas de crecimiento de la planta (Li et al., 2019;
Simmonds et al., 2014).

Dada la complejidad del rendimiento, este se puede disectar en componentes, los cuales son:
numero de espigas por unidad de superficie, nUmero de granos por espiga y peso de mil granos.
Estos caracteres tienen mayor heredabilidad que el rendimiento y son relativamente faciles de

seleccionar en los programas de mejoramiento (Li et al., 2019).

El peso de grano es una caracteristica importante en el mejoramiento genético de trigo ya que es
uno de los componentes del rendimiento mas estables, tiene una alta heredabilidad y se
correlaciona positivamente con el rendimiento en harina (Cooper et al., 2012; Guo et al., 2019; Li
et al., 2019; Philipp et al., 2018).

El peso del grano se determina principalmente a través del llenado del grano entre la antesis y la
madurez, durante el cual ocurren simultdneamente tres procesos fisioldgicos: acumulacion de

materia seca del grano, acumulacion de agua en el grano y posterior desecacién y expansion



morfoldgica del grano. La acumulacion de materia seca del grano es un proceso de deposito de
almidon (~60-70 % del peso del grano maduro), proteinas (8-15 %) y otros nutrientes (por ejemplo,

minerales, vitaminas y fibras) (Brinton y Uauy, 2019; Xie et al., 2015).

Los asimilados para el llenado de granos se originan principalmente a partir de la fotosintesis del
momento y por removilizacion de las reservas solubles acumuladas en los 6rganos vegetativos
antes de la antesis. Los 6rganos senescentes también pueden suministrar algunos asimilados al
transportar los nutrientes a los granos en desarrollo en la etapa tardia del crecimiento de las plantas
(Distelfeld et al., 2014).

Varios estudios han desafiado la suposicién general de que el peso del grano del trigo se determina
exclusivamente durante el llenado del grano al mostrar que el periodo anterior a la antesis es una
fase clave para establecer el potencial de peso del grano (Calderini y Reynolds, 2000; Hasan et al.,
2011).

Otro dilema en el mejoramiento genético de trigo con mayor potencial de rendimiento es la
asociacion negativa entre peso de grano y numero de granos, por lo que aumentos en el tamafio

del grano puede tener poco impacto en el rendimiento (Calderini et al., 2021).

Si bien la mayoria de las fases del desarrollo del grano se han caracterizado fenotipicamente
extensamente, la base genética de cdmo se controlan estos procesos y cémo influyen en el peso

final del grano no se comprenden bien en el trigo (Brinton y Uauy, 2019).

Por la importancia que tiene el peso de grano, muchos esfuerzos se han dirigido al mapeo QTL y
GWAS para identificar regiones gendémicas que controlan el peso de grano y que puedan ser
objetivo de la seleccion asistida por marcadores moleculares, algunos de los genes con efectos
importantes en peso de grano son: TaGW2, TaGW2-6B, TaGS5, TaGW8, TaGS-D1, TaSusz2,
TaCKX-D1, TaTGW, TaPARG, TaTPP-6AL1, TaFlo2-Al, TaTPP-6AL1, TaGASR7, TaCwi-Al,
BAL-Al, TaGS1a, TaSPL20, TaSAP1 -Al (Rasheed y Xia, 2019).

El gen TaGW2-6A esta involucrado en el desarrollo del grano, afectando principalmente ancho de
grano y peso de mil granos. En trigo chinos se han estudiado dos haplotipos de este gen: Hap-6A-
A (favorable) y Hap-6A-G (desfavorable). Un analisis de asociacion en genotipos chinos antiguos
no mostro diferencias significativas en peso de mil granos entre las accesiones Hap-6A-G y Hap-

6A-A, sin embargo, hubo diferencias significativas para para ancho y peso de grano en un conjunto



de lineas modernas. Las diferencias de peso de grano entre Hap-6A-A y Hap-6A-G en las lineas
modernas fueron de 3.2 y 3.0 g en 2002 y 2006 respectivamente. Las diferencias en grosor de
grano fueron significativas en 2002 pero no lo fueron en 2006 (Su et al., 2011). Estudios para el
mismo gen realizados en México no muestra una asociacion consistente y significativa con el peso
de grano en diferentes ambientes. Contrario a las lineas chinas, se encontrd6 Hap-6A-G como el
haplotipo favorable, aunque esto solo fue significativo en dos de diez ambientes analizados
(Sukumaran et al., 2018).

El gen TaGASR7-Al fue reportado como controlador de la longitud y peso de grano en trigo
harinero chino, este gen tiene dos haplotipos: H1c (favorable) y H1g (desfavorable) (Ling et al.,
2013). Al cultivar 94 lineas de trigo chinas en nueve ambientes que incluian dos ubicaciones, dos
ciclos y tres tratamientos (cultivo en temporal, fertilizacion nitrogenada reducida y fertilizacion
reducida en fosforo), se encontré que H1c fue significativamente superior que H1g en longitud de
grano, peso de mil granos y rendimiento en siete, seis y cuatro de los nueve ambientes,

respectivamente (Dong et al., 2014).

Un QTL asociado a la enzima trehalosa 6-fosfato fosfatasa fue reportado por Zhang et al. (2017),
el QTL fue nombrado como TaTPP-6AL1 y se reporté como controlador del peso de grano. Fue
validado mediante asociacion utilizando lineas chinas cultivadas en cinco ambientes que incluian
tres ubicaciones. ElI peso de mil granos de las lineas con el alelo TaTPP-6ALla fue
significativamente mas alto que los cultivares con el alelo TaTPP-6AL1b en cuatro de cinco

ambientes. El incremento promedio del peso de mil granos en los cinco ambientes fue de 1.7 g.

Después de la identificacién de QTL que afectan el peso de grano, es necesaria una validacién
funcional. Esto podria lograrse utilizando multiples mutantes independientes o lineas
genéticamente modificadas (con la modificacion adecuada para cada caso) (Brinton y Uauy, 2019).
Con estas herramientas se puede demostrar de manera concluyente que los genes candidatos y los
haplotipos favorables propuestos son directamente responsables de controlar el peso del grano, en
lugar de estar asociados con un mayor peso del grano debido al desequilibrio de ligamiento con un
gen cercano no relacionado. Esto es especialmente relevante en especies con recombinacion

desigual entre los cromosomas, como el trigo (Akhunov et al., 2003).



Caracteres morfométricos del grano

El peso de grano puede ser diseccionado en caracteres morfométricos del grano (longitud, ancho
y grosor del grano). Los caracteres morfométricos exhiben valores de heredabilidad mayores que
el rendimiento general (Dong et al., 2014; Kuchel et al., 2007), por lo tanto, el aprovechamiento
de la variacion genética de estos caracteres es un enfoque prometedor para mejorar el rendimiento
del trigo (Chen et al., 2020).

En trigos hexaploides sintéticos se han reportado correlaciones positivas significativas entre el
peso del grano y caracteres morfométricos, como la longitud del grano (r=0.43), el ancho y el
grosor (r=0.64) (Rasheed et al., 2014). En trigo harinero se ha encontrado que el ancho y el grosor
del grano estan bajo un control genético similar y que tiene una correlacion positiva con el peso y
el rendimiento de grano. La longitud del grano también se asocia con el rendimiento del grano,

pero su control genético parece diferir del ancho del grano (Maphosa et al., 2014).

El gen TaGS5-3A se ha reportado como controlador del tamafio y el peso de grano en trigo, un
estudio realizado por Ma et al., (2016) reporto los alelos: TaGS5-3A-T (favorable) y TaGS5-3A-G
(desfavorable), mediante un estudio de asociacion el alelo favorable confiri6 mayor longitud y
peso de grano en una coleccion de lineas chinas antiguas, los incrementos en peso de grano fueron
de 2.29, 7.81 y 6.65 g para los afios 2002, 2005 y 2010 respectivamente, Los incrementos en
longitud de grano fueron de 0.05 mm para los tres afios de cultivo. En lineas chinas modernas el

efecto no fue consistente.

Yang et al., (2012) reporto una insercion de 1 pb en el octavo exdn de TaGW2-6A, que afecto el
ancho y peso de grano. EIl gen mutado codificé una proteina incompleta con pérdida de funcién.
El analisis de asociacion indicé que las lineas con el alelo mutado TaGW2 aumento
significativamente el ancho del grano y el peso de mil granos, posiblemente por un aumento en el

numero de células.

Los genes TaSul y TaSus2 tienen participan en la sintesis de almidén del endospermo por lo que
tiene una influencia directa en el peso de grano (Hou et al., 2014), el gen TaSus2-2B tiene dos
haplotipos: Hap-H y Hap-L, en un estudio utilizando lineas de trigo chinas el Hap-H tuvo un efecto
consistente en peso de grano (Jiang et al., 2011), pero en un estudio asociacion en trigos coreanos
Hap-L fue el haplotipo favorable, mostrando superioridad en peso, largo, ancho y grosor de grano.

Las diferencias promedio en cuatro afios entre los dos haplotipos fue de 6.2 g, 0.33 mm, 0.13 mm



y 0.14 mm en peso de mil granos, largo, ancho y grosor de grano respectivamente (Kim et al.,
2020).

Estudio de asociacion del genoma completo

GWAS es un método de mapeo de QTL que ayuda a comprender la variacion de caracteres
complejos y enfermedades, relacionando un gran nimero de marcadores (normalmente SNP) con
los fenotipos observados y encontrando los SNPs que se asocian significativamente con la

variacion en el fenotipo (Bush y Moore, 2012).

GWAS ha tenido gran aplicacion en el mejoramiento genético y se ha convertido en el enfoque de
facto para identificar regiones candidatas asociadas con enfermedades, caracteres agronémicos,
fisiolégicos y de calidad. En muchos casos, GWAS ha identificado variantes que estan
indudablemente asociadas con variaciones en los caracteres y, en algunos casos, los estudios han
culminado con el descubrimiento de las variantes causales y su mecanismo de accion. En otros
casos, estos estudios han evidenciado que algunos caracteres son altamente poligénicos y, en lugar
de identificar algunas regiones gendmicas responsables, se encontrd una dispersion de efectos en
todo el genoma. Este Ultimo caso es un claro ejemplo de que algunos procesos biolégicos son mas

complejos de lo quisiéramos (Gondro et al., 2013).

GWAS es una herramienta que puede mejorar la eficiencia, la precision y el ritmo de desarrollo
de nuevas lineas, por esta razon muchos investigadores han centrado sus esfuerzos en reportar
nuevos QTL (Vanderzande et al., 2018).

Prueba de asociacion
Cuando se ha seleccionado un fenotipo para una poblacion de estudio y los genotipos se recopilan
utilizando técnicas sélidas, se puede comenzar el analisis estadistico de los datos genéticos. El
analisis de facto de los datos de asociacion de todo el genoma es una serie de pruebas estadisticas
de un solo locus, examinando cada SNP de forma independiente para la asociacion con el fenotipo
(Bush y Moore, 2012).

Los caracteres cuantitativos generalmente se analizan utilizando enfoques de modelo lineal
generalizado (GLM), méas comUnmente el Andlisis de varianza (ANOVA), que es similar a la
regresion lineal con una variable predictora categorica, en este caso clases de genotipos. La

hipdtesis nula de un ANOVA que usa un solo SNP es que no hay diferencia entre las medias de



los caracteres de ningun grupo de genotipos (Bush y Moore, 2012). Entre las ventajas de GLM se
encuentra, que proporciona cierto control sobre la estructura de la poblacion, eficiencia
computacional y no se ha limitado a los caracteres que se distribuyen normalmente (Mohammadi
et al., 2020).

Sin embargo, en una poblacion con una estructura compleja, los métodos GLM muestran niveles
de significancia aumentados que conducen a un control inadecuado de los falsos positivos y
pérdida de poder debido a la relacién entre los individuos de la poblacion. Como alternativa a estos
problemas, se propusieron modelos lineales mixtos (MLM) los cuales proporcionan mas poder,
flexibilidad y un control mas estricto de la estructura de la poblacion (Mohammadi et al., 2020).
Si bien es cierto que un modelo MLM es capaz de controlar los falsos positivos al incluir efectos
fijos y efectos aleatorios, que incorporan la estructura de la poblacion y el parentesco entre los

individuos se corre el riesgo de comprometer los verdaderamente positivos (Liu et al, 2016).

Gracias al desarrollo de procedimientos de estimacion penalizados y bayesianos, asi como a los
avances en el campo de las regresiones no paramétricas, se han propuesto y utilizado varios
métodos como alternativa a la busqueda de QLT (de los Campos et al., 2013; Xu, 2003). Una
alternativa al analisis de marcador Unico es la regresion del genoma completo, cominmente
utilizado en las predicciones gendmicas. Xu (2003) propuso detectar QTL utilizando un modelo
lineal en el que cada marcador se trataba como un efecto aleatorio individual. Una ventaja extra
de los métodos de regresion del genoma completo es que condicionan la evaluacion estadistica de
cada SNP a todos los demés SNP, eliminando la necesidad de correcciones de pruebas multiples
(Mohammadi et al., 2020).

Otra alternativa al anélisis de marcador Unico, son los modelos mixtos de multiples locus como:
MLMM (del inglés - Multi-Locus Mixed-Model) y FarmCPU (del inglés - Fixed and random
model Circulating Probability Unification). Estos métodos prueban multiples marcadores
simultaneamente, son computacionalmente eficiente y tienen mejor control de falsos positivos en

comparacion con los andlisis de marcador Unico (Segura et al., 2012; Liu et al. 2016).

Dentro de las opciones no parametricas para GWAS se encuentra Random Forest, esta
metodologia es independiente de la distribucion del caracter, no es necesario asumir la normalidad
y es capaz de manejar rasgos categoricos (Mohammadi et al., 2020). En lugar de estimar el efecto

de marcadores individuales sobre el fenotipo, Random Forest se basa en arboles de decision,



pudiendo detectar asociaciones de marcadores que se basan en efectos aditivos, dominantes y

epistaticos, y es capaz de capturar haplotipos de alta complejidad (Botta et al., 2014).

Existen muchas opciones para realizar las pruebas de asociacion. Es tarea del investigador

encontrar las herramientas adecuadas para lograr mejores resultados.

Estructura de la poblacion

Los genotipos analizados mediante GWAS suelen ser genotipos con relaciones genéticas
desiguales entre grupos de individuos, a esto se le conoce como estructura de la poblacién. En
general, la estructura de la poblacion puede surgir debido a diferencias en los origenes geogréficos,
adaptaciones locales o el historial de mejoramiento de las lineas en el panel (Tibbs et al., 2021).

El mal analisis de la estructura de la poblacion conduce al descubrimiento de falsos positivos, por
lo tanto, es indispensable comprender la estructura de la poblacion, desarrollar métodos para inferir
con precision la estructura y realizar los analisis de asociacion con modelos adecuados. Estas
consideraciones son fundamentales para reducir o eliminar asociaciones espureas o falsos positivos
(Sukumaran y Yu, 2014).

Se han propuesto varios métodos para abordar la estructura de la poblacion, incluido el control
gendmico, la asociacidn estructurada, el analisis de componentes principales y los modelos lineales

mixtos (Sukumaran y Yu, 2014).

Validacion de QTL obtenido mediante GWAS para su uso en mejoramiento genético
Después de identifican nuevas regiones gendmica que afectan un caracter mediante GWAS, es
importante verificar que no se trata de asociaciones espurias, ya que existe el riesgo que las

estimaciones significativas hayan sido sobreestimadas (Henshall, 2013).

Antes de describir los métodos de validacion es necesario aclarar que un SNP identificado como
significativo en GWAS, puede estar en asociacion directa o indirecta. La asociacion directa se da
cuando se genotipd el SNP que influye en un sistema bioldgico y que finalmente conduce al
fenotipo y también es Ilamado SNP funcional. En la asociacion indirecta no se genotip6 el SNP
funcional, sino que se genotip6é un SNP-etiqueta que se encuentra con alto grado de desequilibrio
de ligamiento con la mutacion que causa la variacion fenotipica. Debido a estas dos posibilidades,

un SNP con asociacion significativa mediante GWAS, no debe asumirse como la variante causal



y se requieren estudios adicionales para mapear la ubicacion precisa del SNP influyente (Schaid
etal., 2018).

A continuacion, se describen propuestas de validacion de QTL identificados mediante GWAS, y
se excluyendo los enfoques transgénicos, ARNi y CRISPR que son herramientas mas apropiadas

para la validacion de genes causales.

Replicacion estadistica

La replicacion ayuda a garantizar que una asociacion genotipo-fenotipo observada en GWAS
represente una asociacion creible y no sea un hallazgo casual ademéas de descartar asociaciones
debidas a sesgos (Kraft et al., 2009). La estrategia general para un estudio de replicacion es repetir
el disefio del GWAS lo maés cerca posible, pero examinar solo los efectos genéticos especificos
que se encuentran significativos en el GWAS. Los efectos que son consistentes en los dos estudios

se pueden etiquetar como efectos replicados (Bush y Moore, 2012).

A menudo, los efectos identificados en un GWAS inicial sufren “la maldicion del ganador”, donde
el efecto detectado es probablemente mas importante en la muestra de GWAS que en la poblacion
general. Por lo tanto, se sugiere hacer la replicacién en un conjunto de datos independiente extraido
de la misma poblacion que el GWAS, en un intento de confirmar el efecto en la poblacion objetivo
de GWAS. El numero de individuos utilizados para la replicacién debe ser, idealmente, méas grande
que el conjunto de individuos empleados en GWAS original, para tener en cuenta la

sobreestimacion del efecto (Bush y Moore, 2012).

En la replicacion deben usarse criterios fenotipicos idénticos que en GWAS, porque la replicacién
de un resultado de GWAS debe considerarse como la replicacion de un modelo estadistico
especifico: un SNP dado predice un efecto de fenotipo especifico. Cabios ligeros al fenotipar puede
enturbiar la interpretacion del resultado final (Bush y Moore, 2012).

Validacion en lineas casi isogénicas

lineas endogamicas retrocruzadas

El desarrollo de lineas casi isogénicas (NIL) a través del retrocruzamiento sucesivo es bastante
sencillo. Por lo general el padre donante transfiere una region genémica pequefia a un padre

receptor (recurrente) (Kooke et al., 2012).
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Los dos progenitores (donador y recurrente) se cruzan entre ellos, después la F1 se cruza con el
progenitor recurrente, este Ultimo paso se repite las veces que sean necesarias hasta que se recupere
la mayor parte del genotipo recurrente. La seleccion asistida con marcadores moleculares es una
herramienta que facilita la obtencion de lineas retrocruzadas, en especial para mantener alelos
recesivos (Harlan y Pope, 1922; Kooke et al., 2012). La validacion del QTL se puede hacer al

comparar el fenotipo del progenitor recurrente contra las lineas retrocruzadas.

Familias endogamicas heterogéneas

Las familias endogamicas heterogéneas (HIF - heterogeneous inbred families) son un tipo especial
de NIL. Se obtienen al cruzar dos padres distintos y realizar autopolinizaciones durante varias
generaciones. En este punto se han creado genotipos homocigotos casi completos, exceptos por
algunas regiones pequefias (<5% del tamafio del genoma) (Kooke et al., 2012).

En generaciones Fs 0 posteriores es posible detectar lineas heterocigoticas para la region del QTL
a verificar, estas lineas identificadas se autopolinizan una vez mas para que la region de interés
tenga una segregacion mendeliana. En las lineas segregantes se puede comparar el efecto de cada

region segregada (Tuinstra et al., 1997).

IV. MATERIALES Y METODOS
Disefio de marcadores KASP
Se disefiaron primers de tipo KASP para los polimorfismos C/T y A/G (Cuadro 1) a partir de las
secuencias GBS de los marcadores S6A_ 481437887 y S6A_481437894 que formaban el haplotipo
del QTL HAP-6A-13 reportado por Sehgal et al. (2019). El disefio de los KASP se realizé con
PolyMarker (Ramirez et al., 2015).

Secuencia de los marcadores S6A_481437887 y S6A_481437894:
CGGGATGCTCTGCTTCTCTCTGTTCTCAGCCCAACATGT[C/T]TACACA[A/G]CCCACC
TGCA
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Cuadro 1. Primer KASP

SNP Alelo Alelo HEX Alelo FAM Alelo comun
favorable

CIT T ctgttctcagcccaacatgtc ctgttctcagcccaacatgtt gottaggtgggctgcagg

AIG G tctcagcccaacatgtctacacaa tctcagcccaacatgtctacacag gaggggttaggtgggcetge

Genotipado con los marcadores KASP

Se genotiparon tres colecciones de trigo harinero que forman parte de ensayos internacionales de
rendimiento (EYT - Elite Yield Trial) de CIMMYT. Los ensayos EYT2013-14, EYT2014-15 y
EYT2015-16 estaban formados por 983, 942 y 829 genotipos respectivamente.

La extraccion de ADN de las colecciones; EYT2013-14, EYT2014-15 y EYT2015-16, se realiz6
a partir de hojas jovenes siguiendo el protocolo de extraccién de ADN a pequefia escala en placas
de 96 pocillos descrito por Dreisigacker et al. (2016). EI ADN se cuantifico en NanoDrop 8000
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) y fue diluido a una concentracion
de 50 ng/pl.

El genotipado se realizé mediante PCR, con los primers del Cuadro 1. Los componentes para cada
reaccion fueron: 3 pl de ADN, 2 primers alelo especificos, 1 primer inverso comdn y master mix

de genotipado PACE (3cr Bioscience, Essex, Reino Unido).

La amplificacién por PCR se realizé en un termociclador GeneAmp PCR System 97 00 (Applied
Biosystems, Alemania). Los ciclos de PCR se realizaron con una temperatura inicial de
desnaturalizacion a 95 °C durante 15 min, seguido por diez ciclos con rampa de temperatura (95
°C durante 20 s; 65 °C durante 25 s inicialmente y disminuyendo en -1 °C en cada ciclo posterior),
seguido de 30 ciclos de alineamiento (95 °C durante 10 s y 57 °C durante 60 s). No fue necesario

un paso de extension porque los amplicones esperados tienen 50 pares de bases de longitud.

Las placas de PCR fueron leidas en PHERAstar Plus (BMG LABTECH, Alemania), las lecturas
de genotipado se analizaron en el software KlusterCaller TM (LGC Genomics, Reino Unido).
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El genotipado KASP de los EYT se compar6 con los resultados previos del genotipado reportado

por Sehgal et al. (2019), y se realizé una prueba de X? (Chi-cuadrada).

Validacion de marcadores KASP mediante GWAS

Se probo la asociacion de los marcadores KASP disefiados con el peso de mil granos en cuatro
colecciones de trigo harinero, mediante GWAS. Se incluyeron los EYT descritos anteriormente
(EYT2013-14, EYT2014-15 y EYT2015-16) y el panel WAMI (wheat association mapping
initiative). La asociacion de los marcadores con el rendimiento se realizo con el panel WAMI, este
es un set diverso de trigo harinero de primavera que consta de 287 lineas avanzadas liberadas por

CIMMYT, tiene poca variacién en fenologia y altura de la planta (Lopes et al., 2015).

Los paneles de validacion EYT2013-14, EYT2014-15 y EYT2015-16 anteriormente se
genotiparon usando el método de genotipado por secuenciacién (GBS - Genotyping by
sequencing) realizado mediante un HiSeq2000 de Illumina, con lecturas de 1 x 100 pb, datos
proporcionado por Sehgal et al. (2019). El panel WAMI fue genotipado con Illumina iSelect 90K
SNP Assay, los datos fueron proporcionados por Sukumaran et al. (2015). A los resultados de
secuenciacion se adiciond el genotipado KASP con los dos marcadores de Cuadro 1. En el Cuadro

2 se muestra el total de individuos y marcadores utilizados en los GWAS.

Cuadro 2. Colecciones de trigo utilizadas en la validacion de marcadores KASP

Colecciones de trigo  NUmero de individuos NUmero de marcadores

EYT2013-14 983 13,770
EYT2014-15 942 13,768
EYT2015-16 829 13,768
WAMI 287 15,740

El fenotipado de los EYT y WAMI se realizé en el Campo Experimental Norman E. Borlaug
(CENEB), Obregdn, Sonora (noreste de México). El cultivo se realizd en condiciones de manejo
estandar procurando riego, fertilizacion y manejo de plagas, enfermedades y malezas de acuerdo
con lo requerido. EYT fueron sembrados cada uno en sus respectivos afios (2013, 2014 y 2015) en

un disefio experimental a-lattice con tres repeticiones. WAMI fue sembrado en los afios 2010,
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2011 y 2013 en un disefio experimental a-lattice con dos repeticiones. ElI peso de grano y

rendimiento se midié como se describe en Pask et al. (2013).

El mapeo de asociacion se realizé en el software TASSEL 5.0 (Bradbury et al., 2007) utilizando
el modelo lineal generalizado (GLM) y andlisis de componentes principales para la estructura de

la poblacidn. Se excluyeron los marcadores con una frecuencia de alelos menores a 0.05.

Validacion del efecto del QTL en familias endogamicas heterogéneas

Se construyeron diez familias HIF (Cuadro 3) siguiendo el método de Tuinstra et al. (1997) (Figura
1). En la primera siembra se utilizaron semillas de generacion F8, de diez cruzas de trigo harinero
de primavera, desarrollado en CIMMYT vy se identificaron como generacion HIF1.9. La siembra se
realiz en macetas bajo condiciones de invernadero y todas las plantas fueron genotipadas con los
marcadores KASP disefiados, para identificar plantas segregantes en el QTL HAP-6A-13. Se
selecciond una planta heterocigota de cada cruza y se autopolinizd. La siguiente generacion
(HIF2:10) fue sembrada en condiciones similares a la siembra anterior, y dentro de cada familia se
seleccionaron plantas homocigotas para el QTL HAP-6A-13. En las dos generaciones posteriores
se realizaron las evaluaciones fenotipicas en campo, HIFz.11 fue evaluada en Batan, Estado de

Meéxico (centro de México) y HIF4:12 fue evaluada en Obregdn, Sonora (noreste de México).

Alelo  Heterocigoto Alelo

(+) (+) =)

HIE,,, ¥ A \;' \_“ W ¥ W
Y YYyY 9VYYe

(G G I S B ) SR ENC N

Figura 1. Construccion de familias endogadmicas heterogeneas (HIF). Se realizo una cruza y se
continu6 con autopolinizaciones, en la generacion Fi9 se detectd una planta segregante
heterocigotica para la region del QTL HAP-6A-13, esta planta identificada, se autopolinizé una
vez mas y la region heterocigoética segregd de manera mendeliana, permitiendo la comparacion del
caracter en los genotipos segregados en un contexto isogénico.
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Cuadro 3. Pedigree de las familias endogdmicas heterogéneas

HIF Haplotipo  Pedigree
HIF1 CA (M) BAJ #1/3/TRCH/SRTU//KACHU
TG (+) BAJ #1/3/TRCH/SRTU//KACHU
HIF2 CA(H) SAUAL/3/KAUZ/PASTOR//IPBW343/4/TRCH/SRTU//KACHU/5/SAUAL//PI
610750/ATTILA/3/SAUAL
TG (+) SAUAL/3/KAUZ/PASTOR//IPBW343/4/TRCH/SRTU//KACHU/5/SAUALI//PI
610750/ATTILA/3/SAUAL
HIF3 CA (M) CROC_1/AE.SQUARROSA
(205)//BORL95/3/PRL/SARA/ITSI/VEE#5/4/FRET2/6/MTRWA92.161/PRINIA/
5/SERI*3//RL6010/4*YR/3/PASTOR/4/BAVI2
TG (+) CROC_1/AE.SQUARROSA
(205)//BORL95/3/PRL/SARA/ITSI/VEE#5/4/FRET2/6/MTRWA92.161/PRINIA/
5/SERI*3//RL6010/4*YR/3/PASTOR/4/BAVI2
HIF4 CA(H) PRL/2*PASTOR//SUNSTATE/3/MUNAL #1/4/0OTUS//PRL/2*PASTOR
TG (+) PRL/2*PASTOR//SUNSTATE/3/MUNAL #1/4/0TUS//PRL/2*PASTOR
HIFS CA(H) HEILO//MILAN/MUNIA/8/2*NG8201/KAUZ/4/SHAT//PRL/VEE#6/3/FASAN/5
IMILAN/KAUZ/6/ACHYUTA/7/PBW343*2/KUKUNA
TG (+) HEILO//MILAN/MUNIA/8/2*NG8201/KAUZ/4/SHAT//PRL/VEE#6/3/FASAN/5
IMILAN/KAUZ/6/ACHYUTA/7/PBW343*2/KUKUNA
HIF6 CA(H) SOKOLL//W15.92/WBLL1/3/BAVIS
TG (+) SOKOLL//W15.92/WBLL1/3/BAVIS
HIF7 CA(H) SAUAL/3/KAUZ/PASTOR//IPBW343/4/TRCH/SRTU//IKACHU
TG (+) SAUAL/3/KAUZ/PASTOR//IPBW343/4/TRCH/SRTU//IKACHU
HIF8 CA(m) TRCH/SRTU//KACHU*2/3/KINGBIRD #1
TG (+) TRCH/SRTU//KACHU*2/3/KINGBIRD #1
HIF9 CA(m) SUP152/KACHU/3/TRCH/SRTU//KACHU
TG (+) SUP152/KACHU/3/TRCH/SRTU//KACHU
HIFI0 CA(-) BL3264*2/PAURAQ
TG (+) BL3264*2/PAURAQ

La generacion HIFz11 fue sembrada en condiciones de campo, para hacer las evaluaciones

fenotipicas. La siembra se establecio el 3 de junio de 2020 en la Estacion Experimental El Batan

(CIMMYT), Texcoco, Estado de México, bajo un disefio experimental de blogues completos al

azar con dos repeticiones. La unidad experimental fue un surco de 2 m sembrado a doble hilera.

El manejo del cultivo se realizdé de manera estandar procurando los riegos, fertilizacion, manejo

de plagas, enfermedades y malezas de acuerdo con los requerimientos del cultivo. La cosecha se

realiz6 de forma manual y la trilla mecanicamente.
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La generacion HIF4:12 fue sembrada en el campo Experimental Norman E. Borlaug (CENEB),
Obregon, Sonora. La siembra se realizo el 17 de diciembre de 2020, la unidad experimental fue un
surco de 1.5 m sembrados a doble hilera. El disefio experimental y manejo del cultivo fue similar
a la generacion HIFs:11.

El grano cosechado fue secado en un horno con flujo de aire caliente (Thelco Precision Scientific,
Estados Unidos) a una temperatura entre 37 y 40 °C hasta lograr una humedad del 11 %. La
humedad del grano se midié mediante espectroscopia de infrarrojo cercano (DA 7200 NIR, Perten
Instruments, Suecia). El grano cosechado de cada unidad experimental fue pesado en una bascula
digital (Ohaus, Estados Unidos) para obtener el rendimiento. EIl peso de mil granos, longitud,
ancho y grosor de grano, se midieron con el equipo SeedCount SC5000 (Next Instruments,

Australia).

Para estudiar simultaneamente el efecto de las familias y los haplotipos sobre las variables
fenotipicas: rendimiento, peso de mil granos, longitud, ancho y grosor de grano, se realizd un
ANOVA de dos vias utilizando las librerias Ime4 y ImerTest del lenguaje estadistico RStudio
v4.0.3. La prueba Tukey (P < 0.05) nos permitié discernir si las diferencias de los valores

promedios de los haplotipos en cada familia fueron significativamente distintos.

V. RESULTADOS Y DISCUSION
Disefio de marcadores moleculares
Se desarrollaron y verificaron dos marcadores KASP (Cuadro 1), a partir de secuencias GBS
obtenidas en Sehgal et al. (2019). Los ensayos KASP pudieron diferenciar genotipos en grupos
separados como se esperaba (Figura 2). Al comparar el genotipado GBS contra KASP, se obtuvo
una coincidencia del 96 % para el SNP C/T y 95 % para el SNP A/G.

Las diferencias en el genotipado correspondieron principalmente a los resultados reportados como
heterocigotos. La baja coincidencia en resultados heterocigotos puede deberse a limitantes de la
tecnologia GBS como la poca profundidad de secuenciacion y la secuenciacion multiplexada,
dificultades similares en el genotipado de individuos heterocigotos mediante GBS han sido
reportadas por Swarts et al. (2014), otra razon puede ser la heterocigosidad residual dentro y entre
los lotes de semillas la cual no es tan infrecuente (Dreisigacker et al., 2020). En cuanto a datos
faltantes el genotipado KASP tuvo un porcentaje de datos perdidos del 6 % mientras que para GBS
fue del 59 %.
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Figura 2. Gréaficos de dispersidn para ensayos KASP mostrando el agrupamiento de genotipos de
trigo en los ejes X (FAM) e Y (HEX). a) Ensayo KASP para SNP C/T, b) Ensayo KASP para SNP
AJ/G. Puntos de color rojo corresponde a genotipos con el alelo HEX, puntos en color azul
corresponde a genotipos con el alelo FAM, puntos de color verde corresponde a genotipos
heterocigotos y puntos de color negro corresponden a controles sin ADN.

Se realiz6 una prueba de X? (Chi-cuadrado) (GL=2, P < 0.05) para comparar los resultados GBS
contra cada marcador KASP (Cuadro 4). Dado que X? calculada es menor que X? de tablas no se
rechaza HO y se concluye que, los valores observados se ajustan a los esperados. Los dos métodos
de genotipado, tienen resultados similares para los polimorfismos C/T y A/G, esto prueba que los
marcadores KASP amplifican el mismo locus que GBS.

El buen desempefio de los ensayos KASP los convierte en herramientas Gtiles en la seleccion
asistida y al ser una plataforma de genotipado de alto rendimiento los ensayos KASP pueden
utilizarse para analizar un gran conjunto de accesiones de trigo.

Los polimorfismos C/T y A/G generaron los haplotipos TG, CA y CG que se encontraron en
frecuencias de 30.3, 62.6 y 6.9 % respectivamente en el panel WAMI y frecuencias de 47.8, 32.4
y 19.7 % respectivamente en los EYT analizados. Considerando que WAMI esta formado por
lineas liberadas desde hace 35 afios y los EYT contienen lineas mas recientes, se puede demostrar
una seleccion indirecta para el haplotipo favorable TG.
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Cuadro 4. Prueba de X2 para comparar genotipado GBS y KASP

Valores observados Valores calculados
GBS KASP GBS KASP  X?Calculada X?Tablas

SNP C/T 491 5.99
C 547 558 552.5 552.5
T 433 434 433.5 433.5
Y 21 9 15 15

SNP A/G 0.53 5.99
A 379 369 374 374
G 604 616 610 610
R 8 6 7 7

Y representa el genotipo heterocigoto CT; R representa el genotipo heterocigoto AG, de acuerdo con la
nomenclatura IUPAC.

Estudio de GWAS

En el mapeo de asociacion, los dos marcadores KASP muestran asociacion significativa con el
peso de grano en las cuatro colecciones de trigo analizadas (Cuadro 5). EI marcador KASP A/G
tuvo valores superiores que el marcador KASP C/T, sin embrago, al analizar los dos marcadores
como un haplotipo, se obtuvieron asociaciones mas significativas que los analisis de marcador
individual, esto fue asi en seis de los siete andlisis. La variacion fenotipica explicada por el

marcador (R?) oscilo entre 4.6 y 5.9 % en las cuatro colecciones de trigo analizadas.

Debido al bajo R? del marcador (menos del 10 %) se considera como un QTL menor para peso de
grano y dado que el QTL tuvo significancia estadistica en las cuatro colecciones de trigo analizadas
se sugiere que el QTL HAP-6A-13 es estable, por lo tanto, ofrece el potencial de ser usado para la
piramidacion de alelos favorables a través de la seleccién asistida por marcadores (Zhang et al.,
2016).

Estudios anteriores de GWAS han reportado QTL asociados a peso de mil granos con valores de
R?2 del marcador iguales o menores al 10 %. Sukumaran et al. (2015) reportaron dos QTL asociados
a peso de mil granos en los cromosomas 5A y 6A con R?de 9 y 8 % respectivamente. Jamil et al.
(2019) reportaron un QTL en el cromosoma 6A el cual se mantuvo estable en condiciones de

cultivo estandar y en estrés por calor, teniendo valores de R? de 10 %.
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Cuadro 5. Resumen de resultados de GWAS con marcadores individuales y haplotipos para
validar la asociacion de los marcadores KASP con el peso de mil granos en cuatro colecciones
de trigo

Coleccion de P-valor Marcador_R?
trigo

Marcador KASP C/T EYT2013-14 2.70E-08 0.0367
EYT2014-15 5.91E-04 0.01512
EYT2015-16 0.0055 0.00927
WAMI 2010 1.92E-04 0.03413
WAMI 2011 6.94E-04 0.03188
WAMI 2013 0.00929 0.02013

Marcador KASP A/G EYT2013-14 7.64E-09 0.03873
EYT2014-15 3.95E-09 0.03506
EYT2015-16 1.07E-08 0.03923
WAMI 2010 7.39E-06 0.05922
WAMI 2011 6.57E-05 0.0545
WAMI 2013 4.17E-04 0.04708

Haplotipo EYT2013-14 3.95E-10 0.05077
EYT2014-15 1.90E-10 0.04661
EYT2015-16 4.87E-09 0.04841
WAMI 2010 8.95E-06 0.05902
WAMI 2011 1.18E-04 0.05177
WAMI 2013 3.51E-04 0.0485

La asociacion de los marcadores KASP con el rendimiento solo se analizd en WAMI, el analisis
basado en haplotipos mostré significancia estadistica en los afios 2010 y 2011 pero no fue asi en
2013, el valor promedio de R? del marcador para estos tres afios fue del 2 % (Cuadro 6). Los
resultados obtenidos muestran un comportamiento propio de los QTL menores, los cuales tienen

un efecto pequefio en el fenotipo y son afectados por las interacciones ambientales y epistaticas al
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punto de enmascarar su efecto (Yang et al., 2013; Zhang et al., 2016). A pesar de las limitaciones
de los QTL menores estos pueden usarse en conjunto con otros QTL para producir de manera

aditiva o sinérgica incrementos en peso de grano y rendimiento (Zhang et al., 2016).

La superioridad de los andlisis basados en haplotipos comparados con los marcadores individuales
puede deberse a que los haplotipos tienen el potencial de estar en mayor desequilibrio de
ligamiento con las variantes causales que los SNP individuales (Stram, 2004; Dupuis et al., 2011,
Sehgal y Dreisigacker, 2019).

Cuadro 6. Resumen de resultados de GWAS con marcadores individuales y haplotipos para
validar la asociacion de los marcadores KASP con rendimiento en WAMI

Afo de cultivo P-valor Marcador_R?
Marcador KASP C/T 2010 3.57E-04 0.04059

2011 0.00301 0.02652

2013 0.24788 0.00466
Marcador KASP A/G 2010 1.79E-04 0.05491

2011 0.01197 0.0271

2013 0.07567 0.01831
Haplotipo 2010 2.07E-04 0.05396

2011 0.00734 0.03038

2013 0.30965 0.00846

Se trazaron los graficos de Manhattan de las posiciones de los marcadores y los valores de —
logio(P-Value) (Figura 3).

-Log10(P-Valus)
00 =« ~NNWULAANGOYND®D OO
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Figura 3 Gréaficos de Manhattan de los resultados de GWAS para peso de mil granos en el
ensayo de rendimiento EYT2013-14
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Validacion en familias endogamicas heterogéneas

El ANOVA para los caracteres fenotipicos no mostré un efecto significativo de algun haplotipo
para rendimiento, peso de mil granos, ancho y grosor de grano, en ningin ambiente, pero hubo
significancia estadistica para longitud de grano (Cuadro 7).

El efecto de los haplotipos en el rendimiento, peso de mil granos, ancho y grosor de grano fue
inconsistente. EI haplotipo TG confiri6 superioridad en peso de mil granos en los dos ambientes
solo en las familias HIF 3, HIF 4 y HIF 9, el mayor incremento se registro en la familia HIF 3
cuando se cultivé en el centro de México con una diferencia del 13 %. El efecto de los haplotipos
en rendimiento fue también variable, el haplotipo TG confiri6 mayor rendimiento en los dos
ambientes solo en la familia HIF 8. El haplotipo TG confirié mayor ancho de grano en las familias
HIF 3, HIF 4, HIF 6 y HIF 9 en los dos ambientes, el mayor incremento se registrd en la familia
HIF 3 cuando se cultivé en el centro de México con una diferencia del 3.8 %. El haplotipo TG

confiri superioridad en grosor de grano en los dos ambientes solo en las familias HIF 3 y HIF 9.

Los genotipos portadores del haplotipo TG mostraron un efecto superior en longitud del grano en
las diez familias cuando se cultivaron en el centro de México y en ocho familias cuando se
cultivaron en el noreste de México, aunque solo hubo significancia estadistica en la familia HIF 5
cuando se cultivo en el centro de México, el haplotipo favorable TG le confirié un incremento del
3 % en longitud de grano. La longitud promedio del grano de las diez familias en los dos ambientes
fue de 6.47 mm para los genotipos con el haplotipo CA y de 6.55 mm para los genotipos con el

haplotipo TG, lo que representa un incremento del 1.2 %.

Estudios anteriores de QTL que controlan longitud del grano, han reportado incrementos similares
a los reportados en este estudio para longitud de grano. Por ejemplo, Guan et al. (2019)
construyeron NIL para el QTL QTgw.cau-4A.3 el cual se habia reportado como controlador del
tamano del grano, las NIL fueron evaluadas en tres ambientes durante dos afios, el alelo favorable
de este gen confirié incrementos en longitud de grano desde 0.74 % hasta 3.87 %. Una
investigacion que se encuentra en preimpresion realizé una validacion del QTL QTgw.caas-5B
mediante NIL, el alelo favorable (5B+) confirio incrementos desde 2 % hasta 10 % en longitud de
grano (Zhao et al., 2021).
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Cuadro 7. Comparaciéon de medias de rendimiento, peso, longitud, ancho y grosor de grano en diez HIF portadoras de los
haplotipos CAy TG del QTL HAP-6A-13 evaluadas en los ambientes Batan y Obregon

Familia Haplotipo Rendimiento Peso de mil granos Longitud de grano  Ancho de grano Grosor de grano
(9) (9) (mm) (mm) (mm)

Batan Obregoén Batan Obregbn Batan Obregon Batdn Obregon Batan Obregon
HIF 1 CA(-) 849.00 2070.00 43.75 42.80 6.40 6.54 3.52 3.35 3.38 3.01
TG (+) 918.50 2034.00 44,90 42.30 6.54 6.50 3.51 3.30 3.38 3.01
HIF 2 CA(-) 798.50 2015.00 41.40 38.25 6.36 6.29 3.45 3.28 3.35 2.96
TG (+) 742.50 1932.00 40.60 40.35 6.49 6.41 3.43 3.31 3.28 2.97
HIF 3 CA() 957.50 2130.00 39.40 35.80 6.26 6.38 3.39 3.09 3.24 2.82
TG (+) 921.00 2054.00 44.80 38.60 6.42 6.53 3.52 3.15 3.34 2.87
HIF 4 CA(-) 987.50 1883.00 49.75 43.75 6.69 6.76 3.65 3.32 3.38 3.00
TG (+) 890.50 1932.00 51.55 45.65 6.72 6.77 3.70 3.40 3.43 3.00
HIF 5 CA() 1037.50 2030.00 44.50 40.05 6.54** 6.67 3.47 3.15 3.24 2.92
TG (+) 886.50 2029.00 45.15 40.05 6.74 6.73 3.47 3.08 3.24 2.84
HIF 6 CA () 977.00 1889.00 35.00 33.50 6.48 6.54 3.20 2.89 3.09 2.63
TG (+) 830.00 1926.00 36.35 32.65 6.62 6.67 3.28 2.97 3.08 2.57
HIF 7 CA() 1037.00 2022.00 42.35 35.50 6.51 6.43 3.43 3.10 3.27 2.87
TG (+) 927.00 1850.00 39.55 34.30 6.53 6.47 3.36 3.06 3.20 2.82
HIF 8 CA() 821.50 1933.00 44.40 39.90 6.41 6.63 3.42 3.21 3.38 2.87
TG (+) 865.00 2022.00 43.20 38.95 6.53 6.52 3.39 3.13 3.30 2.89
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Familia Haplotipo Rendimiento Peso de mil granos Longitud de grano  Ancho de grano Grosor de grano

(9) (9) (mm) (mm) (mm)
Batdn  Obregon Batan Obregén Batan Obregon Batan Obregdén Batan Obregon
HIF 9 CA(-) 915.50 2017.00 38.15 33.25 6.22 6.13 3.33 3.06 3.15 2.78
TG (+) 1064.00 1920.00 39.80 35.10 6.28 6.17 3.37 3.15 3.16 2.88
HIF10 CA() 978.00 2140.00 48.35 41.95 6.68 6.71 3.60 3.30 3.37 2.94
TG (+) 824.50 1903.00 47.10 41.75 6.79 6.75 3.58 3.32 3.29 2.96

Los asteriscos indican las diferencias significativas entre haplotipos dentro de una misma familia (*P<0.05, **P<0.01). El rendimiento se expresa
como gramos obtenidos de la unidad experimental la cual corresponde a 2 m en Batan y 1.5 m en Obregon.
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Los caracteres analizados mostraron grandes diferencias entre los dos ambientes cultivados, el
rendimiento promedio fue superior en el noreste de México mientras que el promedio de peso de
mil granos, ancho y grosor de granos fueron superiores en el centro de México, lo que indica que

la diferencia ambiental tuvo un gran efecto sobre los caracteres estudiados.

Previo a este estudio solo se habia analizado la asociacion del QTL HAP-6A-13 con el peso de mil
granos, con los nuevos datos y andlisis realizados en esta investigacion, se afiade que el QTL
también controla la longitud de grano. Estudios posteriores para el QTL HAP-6A-13 pueden incluir

GWAS de caracteres morfométricos para validar el efecto en longitud de grano.

La asociacion significativa encontrada mediante GWAS para peso de grano y rendimiento, pero
con falta de significancia al comparar lineas isogénicas demuestra que el estudio de QTL menores
que afectan caracteres complejos sigue siendo un reto para la genética cuantitativa. El desempefio
inestable de los QTL menores son resultado de las interacciones del QTL con el ambiente y del

fondo genético, el cual propicia interacciones complejas con otros QTL.

VI. CONCLUSIONES
El disefio de marcadores KASP a partir de secuencias GBS fue exitoso, los resultados de ambos
métodos de genotipado fueron comparados y se obtuvieron altas similitudes. Mediante GWAS se
verificd la asociacion de los marcadores KASP con el peso de mil granos y rendimiento,
obteniendo mejores resultados en el analisis basado en haplotipos. Los dos KASP disefiados son
una herramienta para la seleccion asistida por marcadores para mejorar peso de grano y

rendimiento.

En el analisis de HIF, el haplotipo TG mostré superioridad en longitud de grano respecto al
haplotipo CA, en las diez HIF evaluadas en Batan y en ocho HIF evaluadas en Obregén, aunque
solo se detecto diferencias significativas en una familia en un ambiente. El haplotipo favorable TG
confirié un incremento promedio en longitud de grano del 1.2 % respecto al haplotipo CA en los

dos ambientes evaluados.

Para el aprovechamiento del QTL HAP-6A-13 en un programa de mejoramiento genético, se deben
evaluar las combinaciones posibles con otros alelos favorables para peso de grano y rendimiento
y seleccionar solo las combinaciones que actian de manera sinérgica para la piramidacion de alelos

favorables.
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ANEXOS

Anexo 1. Pedigree de los Elite Yield Trial (EYT2013-14, EYT2014-15, EYT2015-16) archivos
Excel en CD.
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