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ADN: Acido Desoxirribonucleico

dNTPs: desoxinuleotidos trifosfato

CDS (“Coding Sequence”): region codificante
g: gramos

HMW-GS (“High Molecular Weight Glutenin Subunit”): Subunidad de glutenina de alto peso

molecular
InDels: Insercién o Delecién
KASP (“Kompetitive Alelle Specific PCR"): PCR especifica de alelo competitivo

LMW-GS (“Low Molecular Weight Glutenin Subunit”): Subunidad de glutenina de bajo peso

molecular

mA: mili Amperio
min: minuto

ml: mililitro

mm: milimetro
mQ: mili Q

N: nitrégeno

NCBI (“National Center for Biotechnology Information”): Centro Nacional de Informacién

Biotecnologica

ng: nanogramo

PCR (“Polymerase Chain Reaction”): Reaccién en Cadena de la Polimerasa
pb: pares de bases

rpm: revoluciones por minuto

s: segundos

SDS-PAGE (“Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide gel electrophoresis”): electroforesis

en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
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SNP (“Single Nucleotide Polymorphism"”): polimorfismo de nucleétido Unico
UTR (“Unstranslated Region”): regién no traducida

T#: temperatura

ML: microlitros

°C: grados centigrados



Wheat is one of the three most important crops for human feed. The content and
composition of endosperm seed storage proteins are the main responsible for wheat quality.

These proteins are mainly glutenins and gliadins.

In wheat (especially in bread wheat, 7riticum aestivum), glutenins are the most important
determinants of end-use quality. Up to now, sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) of grain proteins is the most widely method used for the
identification of glutenins, which can be classified as high molecular weight glutenins (HMW-
GS) and low molecular weight glutenins (LMW-GS). HMW-GS are highly diverse and are
encoded by G/u 7-7 and Glu-7-2 genes, located at G/lu-A7, Glu-B7 and G/u-D1 loci, for which

several alleles that influence the quality of dough have been identified and characterized.

The interpretation of HWM glutenin subunits by the SDS-PAGE method is not always accurate
due to the small differences between the electrophoretic mobility of protein bands.
Moreover, this method is time-consuming and not suitable for high-throughput analysing.
The solution to this problem would be to classify the HMW-GS allelic variants by using

molecular DNA markers.

The objective of this work was to develop and validate a set of molecular markers for the
main HMW-GS that could assist in the characterization of this key determinants of wheat

quality.

A collection of 30 selected varieties, 22 of bread wheat and 8 of durum wheat, representing
a great allelic diversity was chosen, including at least two varieties carrying the same allele.
The genotype of the varieties was verified by SDS-PAGE from flour extracted from the seeds
prior to the DNA extraction. The sequences of the different alleles of the G/u-A7, G/u-B7and
Glu-D17 loci were obtained from the databases and bibliography and were further analysed
with the Geneious software for the identification of polymorphic regions suitable for the
design of KASP molecular markers. In the present work, thirteen KASP molecular markers
were designed, ten markers designed from SNPs polymorphisms (Single Nucleotide

Polymorphism) and three from InDels polymorphisms (Insertion/Deletion).

The KASP markers designed from SNPs worked as expected. The markers for the G/u-A7and

G/u-D17 loci discriminated among the different subunits properly, while for the G/u-B7 gene

Xi



there were some misclassifications. KASP markers designed from Indels did not work as
expected, suggesting that this type of polymorphisms is not the best option for KASP design,

at least in these complex loci.

In this work, some KASP markers for HMW-GS related to good and bad end-use quality have
been developed in wheat, and they are ready to be tested in a large set of germplasm in

order to evaluate their potential use in high-throughput screening in breeding programs.
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El trigo es un cereal fundamental para la alimentacién humana, siendo uno de los tres mas
importantes en cuanto a produccién media después del arroz y del maiz. La produccion
mundial de trigo alcanz6 765,7 millones de toneladas en 2019 (FAO). El trigo presenta una
amplia diversidad genética que le aporta la capacidad de adaptarse a distintos climas. Esta
diversidad se puede apreciar en el desarrollo de, aproximadamente, 2.500 variedades

distintas ( Shewry et al., 2003)

Existen diferentes tipos de trigo cultivado, los mas importantes son el trigo duro o semolero
(7riticum turgidum ssp. durum L), que se usa para la produccién de pasta, cuscUs y algun
tipo de pan; y el trigo blando o panadero (7riticum aestivum ssp. vulgare L) mucho mas

cultivado y, empleado para la fabricacion de pan, galletas, bizcochos.

El trigo blando es un hexaploide (2n=42) que presenta tres genomios A, B 'y D que son
homedlogos entre ellos y estan formados por 7 pares de cromosomas homoélogos. Mientras

gue el trigo duro se diferencia por ser un tetraploide (2n=28) con sélo genomios Ay B.

El origen de la poliploidizacion tuvo lugar hace
miles de afios. El trigo no deriva de un solo

progenitor. El genoma de T.turgidum es el

o) [
producto de la hibridacién de T.urartu A« (B8
Triticum urartu Sitopsis desconocida
donador del genomio Ay una segunda especie l
con el genomio B. El donador del genomio B (AABB)
. . § Triticum turgidum ssp. dicoccoides X D
es desconocido, pero se piensa que esta 4 Aegilops tauschi

estrechamente relacionado con Aegilops

speltoides. Mas tarde se cruzaria T.turgidum

Triticum turgidum ssp. durum Triticum aestivum
con un donante del genomio D, T.tauschii (AsE) (AABBDD)

dando lugar a los distintos trigos hexaploides

existentes hoy en dia (Figura 1) (Shewry, 2009).



La adaptabilidad y el alto rendimiento del trigo no son suficientes para explicar su
importancia a nivel mundial. En comparacién con otros cultivos, su principal ventaja son las
caracteristicas Unicas de la masa elaborada con harina de trigo, obtenida a partir de la
molienda del grano, con la que se puede elaborar panes, galletas, pastas y otros productos.
Estas caracteristicas de la masa dependen de la estructura y de la interaccion de las
proteinas de reserva del grano, que forman una red tridimensional denominada gluten
(Shewry, 2009).

La calidad harino-panadera es un concepto amplio, debido a que hay una gran variedad de
productos que se obtienen a partir de la harina de trigo en la industria panaderay, a que en
su obtencion y evaluacion no sélo esta implicada esta, sino también el consumidor cuyos
criterios de calidad pueden ser diferentes. Uno de los parametros que determinan la calidad
son las interacciones de las proteinas de reserva del endospermo para formar la red de
gluten que va a proporcionar a la masa unas caracteristicas viscoelasticas (fuerza, elasticidad
y extensibilidad) Unicas (Guo et al., 2018).

El gluten, formado por prolaminas puede facilmente representar el 80% de la proteina total
de la harina de trigo. Estas proteinas se denominan prolaminas por su alto contenido en los
aminodacidos de prolina y glutamina y dentro de ellas se diferencian las gluteninas y las
gliadinas (Espinosa et al., 2015).

Las gliadinas son proteinas monoméricas y segun su movilidad electroforética en geles de
poliacrilamida se pueden clasificar en cuatro grupos, a-, B-, y- y w-gliadinas. Las a-, B-, y y-
gliadinas son ricas en residuos de cisteina y metionina, se pueden estabilizar por puentes
disulfuro y puentes de hidrégeno; mientras que las w-gliadinas, son mas importantes por su
implicacion en la celiaquia, presentan ausencia de cisteina en su estructura, pero estan
compuestas por secuencias repetitivas con elevadas proporciones de glutamina, prolina y
alguna fenilalanina, estabilizdndose por puentes de hidrégeno ya que no pueden formar

puentes disulfuro (Espi, 2013).

Las gluteninas son proteinas poliméricas que estan implicadas en las propiedades
viscoelasticas de la masa. Estan unidas por puentes disulfuro inter- e intra-catenarios. Los
polimeros de gluteninas son una mezcla heterogénea de polimeros con pesos moleculares
variables. Las gluteninas estan entre las macromoléculas mas grandes encontradas en la
naturaleza (Wrigley y Morris, 1996). En presencia de un agente reductor, se pueden clasificar

segln su movilidad electroforética en geles de electroforesis SDS-PAGE en gluteninas de alto



peso molecular (HMW-GS) y gluteninas de bajo peso molecular (LMW-GS). Las HMW-GS son
las principales responsables de la calidad de la harina, explicando hasta un 60% de la

variabilidad de este caracter.

La secuencia codificante de las gluteninas esta compuesta por un dominio central repetitivo
y dos secuencias Unicas terminales. El tamafio del dominio central repetitivo es altamente
variable lo que explica por qué las proteinas se pueden distinguir facilmente por diferencias

en movilidad electroforética en geles de electroforesis SDS-PAGE.

La naturaleza poliploide del trigo blando tiene importantes consecuencias para la
composicion y andlisis de las proteinas del gluten. Los tres genomios contienen genes que
codifican para proteinas equivalentes y que estan localizados en posiciones similares en los

cromosomas homedlogos.

Las HMW-GS son las mas estudiadas a nivel genético, ya que son las prolaminas menos
complejas y se han realizado numerosos estudios que relacionan la variedad alélica para los
genes de HMW-GS con la calidad panadera. Estas proteinas estan codificadas por genes
situados en los loci complejos denominados G/u-7, que se encuentran en los brazos largos
de los cromosomas homedlogos del grupo 1, calificandolos como G/lu-A1, Glu-B1,y Glu-D1
segun el genomio en el que se encuentran (Figura 2) (Payne et al., 1981). Cada locus complejo
esta constituido por dos genes estrechamente ligados, el G/lu-7-7y el Glu-7-2, que codifican
para dos proteinas diferentes, tipo-x y tipo-y, respectivamente, que se denominan

subunidades de HMW.

En el trigo no siempre se expresan todos los genes, de tal forma que el locus G/u-A7 puede
codificar para una o para ninguna proteina y los loci G/u-B7y G/lu-D7 codifican para 1 0 2
subunidades. De esta forma una variedad de trigo blando puede contener hasta 5
subunidades HMW-GS distintas y una de trigo duro hasta 3 subunidades distintas (Waines 'y
Payne, 1987; Li et al., 2021).
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Figura 2. Esquema de los cromosomas de distintos grupos de homeologia mostrando los principales loci que

codifican gluteninas en trigo blando

Las LMW-GS incluyen muchos componentes y no se conoce muy bien su relacién con la
calidad en trigo blando, aunque son fundamentales para la calidad semolera en trigo duro.
Estas proteinas estan codificadas por los loci G/lu-A3, Glu-B3'y Glu-D3 localizados en los
brazos cortos del grupo 1 de homeologia de cromosomas (Figura 2). Estos loci presentan
gran variacion alélica y la organizacion genética de los genes LMW-GS no se conoce bien,
aunque se estima que existen mas de 40 genes implicados. Estas proteinas son mas dificiles
de identificar debido a su complejidad, heterogeneidad y similaridad entre ellas
(Dreisigacker et al., 2020). Ademas de estos genes, los loci de prolaminas se caracterizan por

tener una elevada presencia de pseudogenes, lo que dificulta el analisis genético.

1.4. Analisis de la variabilidad alélica de HMW-GS
La variabilidad de las proteinas de reserva del endospermo del trigo, y en concreto de las

HMW-GS, es muy importante a la hora de determinar la calidad de la harina, La variacion
alélica de las HMW-GS se describe en base a las combinaciones de subunidades de tipo x e
y que se expresan y su analisis mediante electroforesis SDS-PAGE. En la Tabla 1, se muestra
la principal variabilidad descrita para estos loci, en la que se aprecia que el locus Glu-B1 es
el mas polimorfico. El catalogo completo de variantes de HMW-GS se encuentra recopilado

en el “Catalogue of Gene Symbols for Wheat” (https://wheat.pw.usda.gov/GG3/wgc).

La combinacién de los diferentes alelos de HMW-GS determina la calidad. Una buena calidad
panadera se atribuye a subunidades como Ax-1y Ax-2 del G/u-A7, las combinaciones Bx-
7+By-8, Bx-7+ By-9, Bx-13 + By-16 y la Bx-17+ By-18 del G/u-B7 y la combinacion de

subunidades Dx-5+ Dy-10 del G/u-D7. Por el contrario, una peor calidad esta relacionada con



la subunidad Ax-null del G/u-A7, las combinaciones de subunidades Bx-6 + By-8, Bx-20 + By-
20y Bx-22 del G/u-B7y la combinacién de subunidades Dx-2+ Dy-12 del G/u-D7. (Galova et
al., 2002; Filip, 2018; Sharma et al, 2020).

Tabla 1. Variabilidad alélica de las gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS).

Locus Subunidades Alelos
X y
1 - a
Glu-A1 2% - b
null - c
2 - y
7 a
7 8 b
6 8 d
20 20 e
13 16 f
Glu-B1 14 15 h
70e 8 al
- 18 am
17 18 /
7 8* -
7% 9 -
7% 8* -
2 12 a
Glu-D1 4 12 c
5 10 d

Para los programas de mejora, los geles de electroforesis en SDS-PAGE se siguen utilizando
para identificar tanto las HMW-GS como las LMW-GS y seleccionar aquellas variedades que
portan subunidades relacionadas con una buena calidad. El método SDS-PAGE requiere muy
poca harina para poder evaluar la proteina del grano, pudiéndose partir tan sélo de medio
grano para la muestra. La interpretacion de las HWM-GS por el método SDS-PAGE no
siempre es acertado debido a que la diferencia entre bandas (diferente movilidad
electroforética) a veces no es visible y algunas de estas proteinas pueden confundirse, por
ejemplo, las subunidades Ax-2* vs Ax-2", Bx-7 vs Bx-7* o By-8 vs By-8* (Giraldo el at 2010;
Espietal, 2012; Ravel et al., 2020). Esto es importante ya que se han clasificado como iguales
para en su composicion para HMW-GS variedades que realmente portan subunidades

diferentes que incluso pueden tener una influencia distinta en la calidad (Espi et al, 2012).

La solucién a este inconveniente seria poder clasificar las HMW-GS mediante marcadores

moleculares (Liu et al., 2008). Identificar las gluteninas con marcadores moleculares



requeriria poca cantidad de ADN que puede ser facilmente extraido de harina o de las hojas

de las plantulas.

Desde la década de 1990, se han realizado muchos intentos de desarrollar marcadores
moleculares a partir de secuencias de gluteninas, generalmente basado en la presencia /
ausencia o tamafio de polimorfismos, segun lo revisado por Gale (2005). Jin et al., (2011), Liu
et al., (2010) y mas recientemente Ibba et al., (2018) vieron que la identificacién de
subunidades de HMW-GS o LMW-GS mediante PCR concordaba con los resultados de SDS-
PAGE.

El paso previo en el desarrollo de marcadores es la identificacion de polimorfismos. Se han
descrito polimorfismos de tipo SNPs y de tipo inserciones/deleciones (InDels) tanto en HWM-
GS como en LMW-GS, que pueden permitir la identificacién de los diferentes alelos. Sin
embargo, los pocos SNPs disponibles para distinguir entre diferentes HMW-GS y la existencia

de dominios repetitivos limita la eleccién del sitio para el desarrollo de marcadores.

Uno de los métodos mas utilizados hoy en dia para la identificacion de polimorfismos de
tipo SNP en mejora vegetal es el ensayo KASP (“Kompetitive Allele Specific PCR"), este método
es utilizado tanto para la identificacion de SNPs como de InDels. Recientemente se han
publicado los primeros estudios en los que aplican esta tecnologia para el genotipado de
variedades de trigo para distintos caracteres (Rasheed et al, 2016), incluyendo genes

relacionados con calidad (Dreisigacker et al 2020; Ravel et al 2020).

En este método se utilizan tres cebadores no marcados y que son especificos del ensayo:
dos cebadores especificos de alelo y un cebador comun. Cada uno de los cebadores
especificos de alelo alberga una secuencia de cola Unica que se corresponde con un “casette”
FRET (transferencia de energia resonante de fluorescencia) universal; uno etiquetado con el
fluoréforo FAM y el otro con HEX. Se parte de un ADN de doble cadena, en un primer paso
se produce la desnaturalizacién y el anillamiento de los cebadores (1°" ciclo de PCR). El
cebador especifico se une a la secuencia que presenta el polimorfismo a detectar y se
produce la elongacion, se une asi la secuencia de la cola Unica a la hebra recién sintetizada.
En el segundo ciclo de PCR se genera la secuencia complementaria a la cola especifica del

alelo. Y en el tercer ciclo de PCR se une el “casette” que contiene el fluor6foro al ADN y emite



fluorescencia. El ensayo KASP logra una discriminacion mediante la unién de los cebadores

especificos a los diferentes alelos.

TTTTTTTITTITITITITT 2. Se genera la secuencia complementaria a la

cola unica del alelo especifico: 2° ciclo de PCR

¥ SNP/InDel s

1. Desnaturalizacién y anillamiento: 1¢r ciclo de PCR

Cebador comin

Alelo 1 3 SNP/InDel 5
Secuencia /'
complementaria
3 SNP/InDel s
E————————— A2 3. Se genera sefial: 3¢" ciclo de PCR l
- Elongacién
Fluoréforo l
Cebador comin o FAM
Alelo 1 3 SNP/InDel 5 i I

El fluoréforo FAM se incorpara y empieza a emitir
3 SNP/InDel B sefial mientras que el fluoréforo HEX permanece
apagado

Figura 3. Dibujo esquematico de funcionamiento de KASP

1.6. Objetivos
El objetivo principal de este trabajo es desarrollar marcadores moleculares basados en

ensayos KASP para la identificacién de diferentes HMW-GS que puedan ser utilizados para

la seleccion de variedades en funcidon de su calidad.
Para ello, se abordaran los siguientes objetivos parciales:

1. Disefio y comprobacion de un set de variedades que reflejen la variabilidad mas
importante para HMW-GS.

2. Anadlisis de secuencias de HMW-GS, obtenidas a partir de la bibliografia y bases de
datos, y busqueda de polimorfismos.

3. Disefio de secuencias 6ptimas para analisis por marcadores moleculares

4. Puesta a punto de reacciones de genotipado KASP



En este trabajo se han utilizado 30 variedades, donde se incluyen 22 variedades de trigo
blando y 8 de trigo duro, intentando escoger las variedades necesarias para representar la
mayor diversidad alélica, e incluyendo al menos dos variedades con la misma subunidad.
Fueron seleccionadas a través de la informacién disponible en el “Catalogue for gene symbol

of wheat” (https://shigen.nig.ac.jp/wheat/komugi/genes/symbolClassList.jsp)

Se pusieron a germinar las semillas, en total 10-15 semillas por placa. Cinco de esas semillas
fueron cortadas a la mitad, el embridn se puso a germinar con el resto de las semillas y la
otra mitad fue utilizada para hacer harina para poder realizar una electroforesis SDS- PAGE

y comprobar el genotipo de las variedades.

Una vez germinadas (después de una semana), se recogieron entre 0,5-1 g de hoja verde, se
guardaron en tubos Falcon de 50 ml y se congelaron a -80°C para preservar el material

vegetal hasta la futura extraccion de DNA.

Para la extraccion de HMW-GS se realizé un protocolo estandar de extraccién de proteinas
del endospermo (Singh et al, 1991). Las muestras se analizaron mediante electroforesis SDS-
PAGE (Payne et al. 1980) utilizando geles cortos, con separadores de 1 mm con un gel
separador al 12% y un gel concentrador al 3% Los geles se corrieron durante 3 horas a 50
mA. Posteriormente, para la tincion se utilizé una solucion colorante de azul de Coomasie al

6%,

Se realiz6 una maxi extraccién de ADN segun el siguiente protocolo:

- Recoger 0,5-1 g de hoja joven y machacar en mortero con N> liquido
- Afadir 7,5 ml de CTAB Buffer previamente calentado a 65°C

- Incubar tubos a 65°C durante 30 min

- Centrifugar 5 min a 4000 rpm. Recoger sobrenadante.

- Anadir 7,5 ml de Cloroformo-Ilsoamilico (24:1)

- Centrifugar 20 min a 4000 rpm. Recoger sobrenadante.

- Anadir 7,5 ml de Cloroformo-lsoamilico (24:1)



- Centrifugar 20 min a 4000 rpm. Recoger sobrenadante

- Afadir 1 volumen de Isopropanol (-20°C) Mezclar y dejar 30 min en reposo a T2
ambiente

- Centrifugar 10 min a 4000 rpm. Eliminar sobrenadante

- Afadir 5 ml de Washing Buffer, invertir tubos hasta que se desprenda el pellet. Dejar
en nevera minimo 2 horas

- Centrifugar 5 min a 4000 rpm. Eliminar sobrenadante. Dejar secar pellet.

- Afadir 1 mlde TE

- Tratar muestras con 1 pl de RNAsa a 50 pg/ml de concentracién final 1 hora 372C

Para comprobar la calidad de la extraccion se visualizé el ADN en geles de agarosa al 1% y

se cuantifico mediante nanodrop. Se prepararon diluciones de trabajo a 50-100ng/pl.

Las secuencias de los diferentes alelos de los loci G/u-A7, Glu-B1y Glu-D7 se obtuvieron a
partir de la bibliografia (Giraldo et al., 2010; Espi et al.,2012; Ravel et al., 2016; Rasheed et al.,
2020). Los codigos de accesion se introdujeron en la plataforma NCBI (“National Center for
Biotechnology Information”, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y se descargaron las secuencias
en formato FASTA. Ademas, se hizo una busqueda en la base de datos para completar con

mayor nimero de secuencias cada locus.

Se seleccionaron las secuencias que tuvieran regién codificante completa (CDS), regiones 5'
no codificantes (5 UTR), regién promotora y 3'UTR. En esos casos en los que varias
accesiones correspondian con el mismo alelo se realizé6 un alineamiento utilizando el
software Geneious v8 y se escogi6 la que mas completa estuviera o la que se considerara
mas fiable tras alinear las secuencias del mismo tipo.

El andlisis con el software Geneious v8 permitié identificar regiones polimorficas que
permitiesen el disefio de marcadores de tipo KASP. Se acotaron entre 50-100 pb alrededor
del polimorfismo y se envié esa informacién a LCG Genomics (https://www.lgcgroup.com/)

para el disefio de los cebadores.

Se buscaron y alinearon las secuencias disponibles para el gen G/u-D7-7, correspondientes
a las subunidades Dx-2, Dx-3 y Dx-5, y se disefiaron cebadores con el software Primer3 en

las regiones comunes, con el objetivo de amplificar ese gen en variedades portadoras de



esos alelos y poder identificar polimorfismos. Se obtuvieron dos parejas de cebadores (ppDx

y qqDx) (Tabla 2) que se optimizaron realizando una PCR de gradiente de temperatura.

Tabla 2. Secuenciay Tm de los cebadores ppDx y qgqDx

PRIMER 1 ™™™
qqDxFw GGAAGAAACACTTGGAGATCATAGA 60.02
qqgDxRv GAATTGATCTCTAGTTTGTGGTGCT 60.08
PRIMER 2

ppDxFw AATATATAAAACATTCCGGCAACAA 59.90
ppDxRv ATGATAAGATTGTGAAGGTTGGCTA 60.26

La PCR de gradiente de temperatura se realizd en un BioRad thermal cycler, utilizando una

temperatura de anillamiento que variaba entre 50-60°C (Tabla 3):

Tabla 3. Condiciones de la PCR de gradiente para determinar la T? éptima de los cebadores ppDx y qqDx

Paso Descripcién T Tiempo Numero de ciclos
1 Activacion 95°C 4 min 1 ciclo
Desnaturalizacién 95°C 1 min
2 Anillamiento 50°-60°C Tmin 35 ciclos
Elongacion 72°C 1 min
3 Elongacion 72°C 10 min 1 ciclo
4 - 12°C o0

Una vez que se determiné que la temperatura 6ptima eran 58°C, los cebadores se utilizaron

para amplificar el DNA de las variedades en las siguientes condiciones (Tabla 4):

Tabla 4. Condiciones para la amplificacién del gen G/u-D7-7 con los cebadores ppDx y qgqDx

Numero de
Paso Descripcién T Tiempo
ciclos
1 Activacién 95°C 4 min 1 ciclo
Desnaturalizacién 95°C 1 min
2 35 ciclos
Anillamiento 58°C 1 min
Elongacion 72°C 1 min
3 Elongacion 72°C 10 min 1 ciclo

El resultado de la amplificacion se visualizé en geles de agarosa al 1% y se purificd con
columnas de Sephadex G-50 Superfine para enviar a secuenciar siguiendo el siguiente
protocolo:
- Sellena la placa de carga con el Sephadex. Una vez llenos los pocillos, se encaja la
placa defiltro en la placa de carga y se invierte. Se golpea suevamente para asegurar
gue todo el Sephadex cae en el interior de los pocillos de la placa de filtro.

- Laplaca de carga se retira y se afiade 325 pl de agua mQ en cada pocillo.
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- Se deja polimerizar el Sephadex 1 hora a T* ambiente.

- Pasada la hora, se encaja la placa ELISA debajo de la placa de filtro y se fija con cinta
para que no se mueva.

- Se centrifuga 2 min a 2000 rpm para secar las columnas de Sephadex de la placa de
cargay se desecha el agua que cae en la placa de ELISA.

- Se toma la placa de PCR donde se vayan a recoger las muestras purificadas y se
encaja debajo de la placa de carga.

- Secargan las muestras de PCR a purificar (23-25 pl) intentando que caiga en el centro
de la columna de Sephadex, y se afiaden otros 25 pl de agua de PCR.

- Se centrifuga 2 min a 2000 rpm, el producto de PCR pasa a través de la columna y
cae en el pocillo de la placa de PCR ya purificado.

- La placa con el producto de PCR purificado se envia a secuenciar a Macrogen Inc
(https://dna.macrogen-europe.com/eng/).

Una vez recibidas las secuencias se analizaron con el software Geneious.

Los marcadores KASP recibidos se analizaron en un termociclador Roche LC96. Para poder
realizar este paso es necesario el ADN, el assay mix(contiene los dos cebadores especificos
y el cebador comun) y el master mix (contiene los fluoréforos, dNTPs y la Taq polimerasa).
El volumen final de la reaccién es de 10 pl (Tabla 5) que se disponen en placas 6pticas de 96

pocillos (LightCycler 480 Multiwell Plate 96, white).

Placa de 96 pocillos (pl)
Volumen necesario (ul) / muestra
DNA 2
KASP Master mix 5
KASP Assay mix 0.14
Agua 3
Volumen final 10

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo utilizando el programa recomendado por
LGC genomics aumentando en 6 ciclos el paso 3 (de 26 a 32) para aumentar el rendimiento,

y afladiendo 20 ciclos al final para medir la fluorescencia a tiempo final (Tabla 6).
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Tabla 6. Condiciones para reaccion KASP en LC96

Numero de
Paso Descripcién T Tiempo
ciclos
1 Activacién 94°C 15 min 1 ciclo
Desnaturalizacién 94°C 20s
2 10 ciclos
Annealing/elongacién 61-55°C 60 s (-1 °C/ ciclo)
Desnaturalizacién 94°C 20s
3 32 ciclos
Annealing/elongacién 55°C 60 s
Elongacién (medir 39°C 10s
4 20 ciclos
fluorescencia) 37°C 30s
2.5.2. Curvas de disociacion

Para realizar las pruebas de las
de curvas de disociacion en el
termociclador Roche LC96,

utilizé el Kasp assay mix (contiene
cebadores especificos y el cebador
comun) en combinacién con el Fast
Start mix (contiene SYBR Green,
Taq polimerasa y dNTPs) en un

volumen final de reaccién de 20 pl

Tabla 7. Componentes de la reaccién para la curva de disociacion en

LC96

Placa de 96 pocillos (pl)

Volumen necesario para cada pocillo

DNA 2

Mix Fast Start 10
KASP assay 0,28
Agua 7,72

Volumen final 20

(Tabla 7), Se utilizaron placas 6pticas de 96 pocillos (LightCycler 480 Multiwell Plate 96, white).

El programa que se utilizé tenia las siguientes condiciones (Tabla 8):

Tabla 8. Condiciones para reacciéon de curva de disociaciéon en termociclador LC96

Paso Descripcién T? Tiempo Numero de ciclos
1 Pre-incubacién 95°C 600 s 1 ciclo
95°C 10s
2 Amplificacién 55°C 10s 45 ciclos
72°C 10s
95°C 10s
3 Melting 65°C 65s 1 ciclo
97°C 1s
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.

Material vegetal

Las variedades escogidas segun la diversidad alélica y los datos bibliograficos utilizados, se

muestran en las siguientes tablas:

Tabla 9. Variedades seleccionadas de trigo blando segun su

composicion en HMW-GS

GluAl | GluB1 | GluD1
NEEPAWA 2% 7%+9 5+10
GLENLEA 2% 7O0E+8 | 5+10
HOPE 1 6+8 5+10
CAPPELLE DESPREZ|  nulll 7 2+12
BERDUN 1 17418 | 2+12
GABO 2% 17418 | 2+12
OPATA 2% 13416 | 2+12
HALBERD 1 20x+20y | 5+10
GORDEJUELA 1 18 2+12
SAPPO 2% 14415 | 2+12
cso null 7+8 2+12
RIBEIRO 2- 6+8 2+12
CHAMPLEIN null 7+8 4+12 Tabla 10. Variedades seleccionadas de trigo duro
GAZUL null/2- | 7+8 510 | oS compereon e Ve
Glu-A1 Glu-B1
CRAKLIN null 7+8 2412 |l — s
NORSTAR 1 7448+ | 5410 | — 1 ey
MARIUS null 7*49 412 ||SENATORE CAPPELLI | null/1 20
AGL-385 2- 13+16 | 2+12 |[gio;17 i 0
Shan 229 1 20x+20y | 5+10 | [amILCAR . 78
FIEL null 7+8% 5410 | [ANTALLS > 17418
ROYO 2- 18 2+12  ||DAURUR 1 6+8
AGL-367 2% 7 2+12  ||SVEVO null 7+8

Se intentd cubrir la variabilidad alélica mas comun, incluyendo alelos relacionados con

buena y con mala calidad. Aunque el objetivo principal de este trabajo era desarrollar

marcadores para trigo blando, se incluyeron algunas variedades de trigo duro para

comprobar la posibilidad de aplicarlos también en esta especie. La nomenclatura de

subunidades de HMW-GS es la misma en ambas especies, y se ha realizado en base a la

movilidad electroforética en geles SDS-PAGE, pero no se sabe a ciencia cierta si a nivel
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molecular son idénticas. El uso de marcadores moleculares puede ayudar a aclarar este

punto.

3.2. Extraccion de proteinas
Para comprobar que las variedades seleccionadas de trigo presentaban realmente los alelos

que se indican en las Tablas 9 y 10, se realizaron extracciones de HMW- GS y se examinaron
con geles SDS-PAGE. En las Figuras 4 y 5 se muestra el resultado de la electroforesis. Las
subunidades se identificaron segun su movilidad electroforética, confirmandose Ia
preasignacion de alelos y pudiéndose corregir indeterminaciones en aquellas variedades
gue presentaban en el catalogo la posibilidad de tener distintas subunidades en el mismo

locus, como el caso de ‘Gazul’ (Ax-null o Ax-2-") o ‘Senatore cappelli’ (Ax-null o Ax-1).
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Figura 4. Gel de electroforesis de la extraccion de proteinas de trigo blando
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Figura 5. Gel de electroforesis de la extraccion de proteinas de trigo duro y trigo blando

Se puede observar en los geles de electroforesis que los alelos correspondian con los que

se indican en las Tablas 1 y 2. Por otro lado, se pudo confirmar que la variedad ‘Gazul’

14



presentaba la subunidad Ax-2-- en el locus G/u-A7y que en ‘Senatore capelli’ no aparecia

ninguna banda en el locus G/u-A7, por lo que le correspondia la subunidad Ax-null.

La presencia de distintos genotipos en la misma variedad no es infrecuente ya que pueden
existir distintos biotipos bajo el mismo nombre (Metakovsky et al., 2019), por este motivo es
imprescindible realizar siempre una comprobacién del material, ademas de para evitar

posibles errores debido a un mal manejo del mismo.

3.3. Extraccién de ADN
Posteriormente, se realizé una maxi extraccion de ADN. La calidad se comprob6 mediante

electroforesis en geles de agarosa (Figura 6) y las muestras se cuantificaron con nanodrop.

Neepawa
Haldberd
Ribeiro
Gordejuela
Antalis
Bidi 17
Glenlea
Norstar
Shan 229
Marius
Craklin
Champlein
Langdon
Berdun
AGL 367
Svevo
Fiel
Gazul
Daurur

Amilcar
Gabo

Capelle desprez
Sapo

Senatore capelli

Opata
Royo
cso
Hope
AGL 385
Alaga

el ot ot ) b s o d o ol s o N

Figura 6. Muestras de ADN de trigo blando y duro, analizadas en un gel de agarosa al 1%
3.4. Disefio KASP
A partir de la bibliografia (Giraldo et al., 2010; Espi et al.,2012; Ravel et al., 2020; Rasheed et
al., 2016) se seleccionaron como referencia para cada alelo y para el disefio de los

marcadores tipo KASP las secuencias que se muestran en la Tabla 11.

La secuencia parcial del gen G/u-B7-7 correspondiente a la subunidad Bx-7* y no disponible

en la base de datos se obtuvo de Espi et al (2012).

Los genes que codifican para HMW-GS, presentan una region codificante de alrededor de
2400 pb y no presentan intrones. Hay que destacar que el nUmero de secuencias de HMW-
GS en la base de datos del NCBI no es muy elevado, muchas son secuencias parciales y
ademas, la mayoria son de mala calidad y/o contienen errores, bien en la propia secuencia
bien en la asignacién. No es infrecuente que secuencias correspondientes a un genomio se

asignen a otro debido a la alta homologia que presentan estos genes.

Como se puede ver en la Tabla 11, para algunas subunidades no se pudieron localizar
secuencias codificantes completas y para otras se disponian de una gran cantidad de

secuencia flanqueante.
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Tabla 11. NUumeros de accesion de la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) de las secuencias de los alelos utilizados para identificar polimorfismos. n.d.: se refiere a
una entrada directa, no existe articulo de referencia

Gen Numero de accesion pb Referencia
Glu-AT-xenull GIuA1-1 AF145590.1 537 | DeBustos et al,, 2000
6837 Anderson, OD y
Glu-A1-x-2* GluA1-1 M22208.2
Greene, FC., 1989)
GIU-AT X2 GIUA1-1 DQ533690.1 4648 Gobaa et al., 2007
Glu-A1-x-1 GluA1-1 X61009.1 2885 Halford et al., 1992
Glu-D1-x-2 GluD1-1 DQ208971.1 1252 n.d.
Glu-D1-x-5 GluD1-1 X12928.5 8463 Anderson et al., 1989
Glu-D1-y-10 GluD1-2 DQ537337.1 152010 | Anderson, OD, 2009
Glu-D1-y-12 GluD1-2 BK006459.1 1977 Gu et al., 2006
Glu-B1-x-6 GluB1-1 KM116481.1 747 Ravel et al., 2014
Glu-B1-x-7 GluB1-1 DQ537336.1 206063 Gu et al.,, 2006
Glu-B1-x-13 GluB1-1 KX454510.1 2391 n.d.
Glu-B1-x-14 GluB1-1 AY367771.1 4021 n.d.
Glu-B1-x-17 GluB1-1 AB263219.1 2244 n.d.

Para el desarrollo de marcadores moleculares es necesario identificar aquellos
polimorfismos (SNPs/InDels) que permitan diferenciar unas subunidades de otras. Se
realizaron los alineamientos de las secuencias correspondientes a cada gen y se buscaron

las regiones mas adecuadas para el disefio de los marcadores.

En la Figura 7 se puede observar uno de los alineamientos que se realizaron con las
secuencias del gen G/lu-A7-1, correspondientes a las subunidades Ax-1, Ax-null, Ax-2* y Ax-
2. Se puede apreciar que las secuencias tienen un alto grado de homologia pero que
pueden identificarse algunos polimorfismos, son esos SNPs e InDels los que se utilizaran
para la discriminacion e identificacion de los diferentes alelos que presentan las distintas
variedades. Las regiones que estan rodeadas son las que se han utilizados para el disefio de

los cebadores especificos (marcados con HEX o FAM).
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Figura 7. Identificacién de polimorfismos para diferentes subunidades (Ax-2*, Ax-2-, Ax-null, Ax-1) del gen G/u-A7-17 alineados con el software Geneious v8



Esta metodologia se sigui6é también para los genes G/uD7-1, GluD7-2y G/uB7-1. En la Tabla
12 se muestran los diferentes marcadores que se han desarrollado con la secuencia diana y
los polimorfismos asociados a cada subunidad. Se disefiaron un total de 13 marcadores, 10

de ellos para polimorfismos de tipo SNP y 3 para pequefios InDels.

No se encontraron en las bases de datos o en la bibliografia, secuencias de DNA para todos
los alelos que tenian las variedades seleccionadas. Para completar las secuencias del gen
GluD7-7 se intentd secuenciar la subunidad Dx-4 mediante el disefio de cebadores
conservados en todas las variedades. Se utilizd el software Geneious para alinear las
secuencias encontradas en las bases de datos de las subunidades Dx-2, Dx-3 y Dx-5. En este
alineamiento se identificé una regién en la zona 5 comun a las tres subunidades (Figura S1,
ver Anexo) en la que se disefiaron los cebadores con los que se amplificaron todas las

variedades, incluyendo ‘Marius’y ‘Champlein’ portadoras de la subunidad Dx-4.

pp q9

Las secuencias de los productos
amplificados (Figura 8) se

secuenciaron y se alinearon, pero no

Figura 8. Amplificacion de variedades de trigo con cebadores se identifico6 ninglin polimorfismo
PpDxy qqDx

7

presente en las variedades de ‘Marius
y ‘Champlein’ que permitieran distinguirlos del resto de variedades que presentan alelos

diferentes.

Cuando se realizé un blast con las secuencias, se obtuvo un resultado inesperado. Ademas
de presentar una alta homologia con el gen G/u-D7-7(95,3%) (Figura 9) presentaban un nivel
similar con secuencias correspondientes al gen G/u-A7-1. Es posible que a pesar de disefiar
los cebadores con las secuencias correspondientes al genomio D, debido a la alta homologia,
estos mismo cebadores sean capaces de amplificar el genomio A de forma incluso mas
eficiente. Cuando se realiz6 la amplificacion con muestras de trigo duro (genomio AB) se
obtuvo el mismo resultado lo que apoya la hipétesis de que debido a la alta homologia de
secuencias no se estaba amplificando realmente el genomio deseado. No fue posible
identificar otras regiones adecuadas para el disefio de cebadores con la informacion de

secuencia disponible.
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Max Total Query = Per. Acc.

D ipti Scientific N 7
escip L ik 5 AMC Score Score Cover value  Ident Len Accession
v v v v v v
Triticum aestivum clones BAC 1031P08; BAC 754K 10; BAC 1344C16, complete sequence Triticum aestivum 924 1370 100% 0.0 99.80% 292102 DQ537335.1
Triticum aestivum high molecular weight glutenin subunit (HMW Glu-1Ax) gene, promoter region Triticum aestivum 918 918  100% 0.0 99.60% 2002 KC820627.1

Triticum aestivum cultivar Xiaoyan 81 high molecular weight glutenin subunit 1Ax1 (Glu-1Ax1) gene, prom... Triticum aestivum 907 907 100% 0.0 99.20% 4526 KJ531446.1

Triticum aestivum high molecular weight glutenin subunit (GluA1) gene, GluA1-2.. allele, promoter region ... Triticum aestivum 907 907  100% 0.0 99.20% 4648 DQ533690.1

Triticum aestivum HMW glutenin subunit Ax2* gene, complete cds Triticum aestivum 896 896 100% 0.0 98.81% 6837 M22208.2
Triticum aestivum Glu-1D-1d gene for high molecular weight glutenin subunit 5 Triticum aestivum 800 800 100% 0.0 95.43% 8463 X12928.5
Triticum aestivum clone BAC 897M20, complete sequence Triticum aestivum 800 1280 100% 0.0 95.43% 152010 DQ537337.1
Triticum aestivum high molecular weight glutenin subunit (HMW Glu-1Dx2) gene, promoter region Triticum aestivum 795 795 100% 0.0 95.23% 2437 KC820631.1
Triticum aestivum high molecular weight glutenin subunit 1Dx2 gene, promoter region and 5' UTR Triticum aestivum 795 795 100% 0.0 95.23% 1252 DQ208971.1

Triticum aestivum partial HMW-GS1Dx2 gene for high molecular weight glutenin subunit and promoter reg...Triticum aestivum 784 784 100% 0.0 94.83% 1041 AJ577815.1

CE<E<E<E<E<N<E<H<N<N<]

Triticum aestivum Glu-1D-1 gene, promoter region Triticum aestivum 784 784 100% 0.0 94.83% 1249 AJ301618.1

Figura 9. Analisis BLAST de la secuencia de la variedad ‘Marius’ (subunidad Dx-4) con la base de datos del NCBI

Las especies poliploides suponen un reto para la identificacion de polimorfismos de tipo SNP
debido a la presencia de varios genomas (Kaur et al, 2012). En el caso de los aloploides, como
el trigo, la presencia de los genomas homedlogos dificulta la identificacion de secuencias
especificas de genomio, y el correcto mapeo de las secuencias amplificadas. En el caso de
los genes de las gluteninas es especialmente complicado, ya que ademas de la homeologia
se une la presencia de varias secuencias con alta homologia en el mismo locus complejo.
Por este motivo, el resultado obtenido en el andlisis de la secuencia de la subunidad Dx-4 no

es del todo sorprendente.

Aun a dia de hoy, la region de los loci de gluteninas en el genoma de referencia del trigo no
estd bien anotada, lo que dificulta la asignacién de secuencias a loci concretos. Una de las
formas de asignar una secuencia a un genomio, es usar en la PCR lineas de sustitucién en
las que un par de cromosomas homologos de trigo se han sustituido por un par de otra
especie, por ejemplo, centeno (Scchapova et al, 1982). En el laboratorio se disponia de
algunas de estas lineas de sustitucion, pero no las de los cromosomas 1A, 1By 1D por lo que

no se pudo comprobar de esta forma.
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Tabla 12. Marcadores KASP: tipo, cromosoma (Crom), secuencias diana para el disefio de los cebadores especificos y descripcion del polimorfismo que detecta alelo HEX y el alelo FAM

KASP

Tipo

Crom

Diana

Alelo
HEX

Alelo FAM

GluA1x_null

SNP

Al

CCACGCCACCACAGCAACTCCAACAAAGTATACTTTGGGGAATACCTGCACTACTAAGAAGGTAT
TACCTAAGTGTAACTTCTCCGCAAC [G/A]GGTTTCATACTATCCAGGCCAAGCTTCTTCGCAAC
GGCCAGGACAAGGTCAGCAGCCAGGACAAGGACAACAAGAATACTACCTAACTTC

G

null

A

otro

GIUATX_1

SNP

Al

TTTTGCGGCGGTAGTCGTCGCCCTTGTGGCTCTCACCGCTGCTGAAGGTGAGGCCTCTGGGCAAC
TACAGTGTGAGCGCGAGCTCCAGGA [A/G] CACTCGCTTAAGGCATGCCGACAGGTCGTAGACCA
GCAGCTCCGAGACGTTAGCCCCGAGTGCCAACCCGTCGGCGGCGGCCCGGTCGC

otro

GIuA1IXx_2

InDel

Al

TGGCAACAATtAGGACAAGGGCAACAAGGGTACTACCCAACTTCTCCGCAGCAGTCAGGACAAGGGCAA
CAGCCAGGACAATGGCTGCAA [CCAGGACAATGGCTGCAA/] TCAGGGTACTACCTAACTTCTCCGCAGCA
GTTAGGACAAGGGCAACAGCCAAGACAATGGCTGCAACCAAGACAAGGGCAACAAGGATAC

CCAGGACAATGGCTGCAA

otro

GIuA1x_2star

InDel

Al

TTCTCCACAGCAGTCAGGACAATTGCAACAACCAGCACAAGGGCAGCAACCAGGACAAGAGCAAC
AAGGTCAACAGCCAGGACAAGGGCA [ACAAGGTCAACAGCCAGGACAAGGGCA/ ] GCAACCGGGA
CAAGGGCAGCCAGGGTACTACCCAACTTCTCCGCAGCAGTCAGGACAAGAGCAACAGCTAGAACA
ATGGCAACAGTCAGG

2*

ACAAGGTCAACAGCCAGGACAAGGGCA

otro

GluB1x_6

SNP

B1

TTAGCAGACCGTCCAAAAATCTGTTTTGCAAGCACCAATTGCTCCTTACTTATCCAGCTT [C/T]
TTTTGTGTTGGCAAACTGCCCTTTTCCAACCGATTTTGTTCTTCTCACGCTTTCTTCATA

otro

GIluB1x_13

SNP

B1

ACGAGACAATACGAGCAGCAACCTGTGGTGCCGTCCAAGGCCGGATCCTTCTACCCCAGC
[G/A]AGACTACGCCTTCGCAGCAACTCCAACAAATGATATTTTGGGGAATACCTGCACTACTAA

otro

GluB1x_70e

SNP

B1

ACAATAAATTATATGTGTTTTTAGTTTTAGTTCTCATATCCAAATATACATGTTTCATACAACCA
AATCTCATTTAAATATATTRTAAAATATTCCRGCAACAACTTGTGGGGTACATCTAGTTACAGTG
GAATATTAGTGATGGCGTGA [C/G] CAAGCGATAAGGCCAACGAGAGAAGAAGTGCGTCGTCTAT
GGAGGCCAGGGAAAGACAATGGACATGCAAAGAGGTAGGGGCAGGGAAGAAACACTTGGAGATCA
TAGAAGAACATAAGAGGTTAAACATAGGAGGGCATAATGGACAAT

otro

70E

GluB1x7_17

SNP

B1

CTCATCATCACCCACAACACCGAGCACCCCAATCTACAGATCAATTCACTGACAGTTCAC[C/T]
GAGATGGCTAAGCGCCTGGTCCTCTTTGCGGCAGTAGTCGTCGCCCTCATGGCTCTCACC

otro

T

7117

GluB1x14_20

SNP

B1

CTGACAGTTCACCGAGATGGCTAAGCGCCTGGTCCTCTTTGCGGCAGTAGTCGTCGCCCTC
[A/G] TGGCTCTCACCGCCGCTGAAGGTGAGGCCTCTGGACAACTACAATGTGAGC

14/20

G

otro

GluB1x_7

InDel

B1

TCACAGCAGTCAGGACAAGGGCATCAATCAGGACAAGGGCAACAAGGGTACTACCCAACTTCTCTGT
GGCAACCAGGACAAGGGCAACAA [CCAGGACAAGGGCAACAA/] GGCTACGCCAGCCCATACCATGTT
AGCGCGGAGTACCAGGCGGCCCGCCTAAAGGTGGCAAAGGCGCAGCAGCTCGCGGCACAGCTGCCG

7*

CCAGGACAAGGGCAACAA

otro

GluD1x_2

SNP

D1

CCGGCGAGACCACGCCACCGCAGCAACTCCAACAACGTATATTTTGGGGAATACCTGCACTACTA
AAAAGGTATTACCCAAGTGTAACTT[C/G] TCCGCAGCAGGTTTCATACTATCCAGGCCAAGCTT
CTCCGCAACGGCCAGGACAAGGTCAGCAGCCAGGACAAGGGCAACAATCAGGACA

GluD1x_5

SNP

D1

TAGATTTGCAAAAGCAATGGCTAACAGACACATATTCTGCCAAACCCCAAGAAGGATAATCACTT
TTCTTAGATAAAAAAGAACAGACCA [A/G] TATACAAACATCCACACTTCTGCAAACAATACATC
AGAACTAGGATTACGCCGATTACGTGGCTTTAGCAGACTGTCCAAAAATCTGTTT

GluD1y_12

SNP

D1

ATAGAGATCAATTCACTGACAGTCCACCGAGATGGCTAAGCGGCTGGTCCTCTTTGCGGCAGTAG
TCATCGCCCTCGTGGCTCTCACCAC[C/T]GCTGAAGGTGAGGCCTCTAGGCAACTACAGTGTGA
GCGCGAGCTCCAGGAGAGCTCGCTTGAGGCATGCCGGCAGGTCGTGGACCAACAG

10
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3.5. Genotipado con marcadores moleculares KASP
Una vez obtenidos los cebadores, las reacciones de amplificacion se optimizaron en el

termociclador Roche LC96. Los resultados se muestran representados en forma de grafica

segun la fluorescencia FAM o HEX a tiempo final.

3.5.1. KASP disefiados para identificar SNPs:

3.5.1.1. Marcadores para el gen G/u-A1-1
Se disefiaron 2 marcadores basados en SNPs para este gen, para la subunidad Ax-null y
para la Ax-1.

GluA1x_null: este marcador funcioné segun lo esperado para todas las variedades. Se puede
distinguir una agrupacion correspondiente a todas las variedades tanto de trigo duro como

de trigo blando que presentaban la subunidad A1x-null para este gen.

GluA1x_1: en la Figura 10.B, se puede ver como este marcador distingue perfectamente las

variedades (de trigo duro y trigo blando) que presentan la subunidad A1x-1 de las que no lo

A) GluATx_null B) GluA1x_1
0,25 0,12
ANl
| Null g VUit Null
01
02 LIPS 2 | o Py Null
o1 Null@Null
ey
2@ 2 2
1 0,08
2 !01 Null }EE*
015 12 .'3".1 s Null @gp*
Qo2 < .
2" @px - R
s 0,06 ° o1
& 2001 ' > ®1
02 1 o1 °1
0,1 Blanco el 1
0,04 1
o1
Null Null _Null
0,05 L it ?
) Blanco Nu 0,02
! Null . e o ® Nl g
planco Null ‘f‘ Null - Nul
ul

o 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 HEX

HEX
Figura 10. Distribucion de las variedades de trigo blando (azul) y trigo duro (rojo) segun fluorescencia de los
fluoréforos HEX o FAM. A) Marcador GluA1x_null del gen G/u-A7-1. B) Marcador GluA1x_1 del gen G/u-A7-7

En un estudio previo realizado en trigo blando (Ravel et al, 2020), los marcadores que fueron
disefiados para la identificaciéon de las subunidades del gen G/u-A7-7 también funcionaron
adecuadamente, los resultados que se observaban en los geles SDS-PAGE correspondian
con los que se obtenian cuando se utilizan los marcadores moleculares. Aunque habia
alguna excepcion, en algunas variedades lo que se observaba en el perfil electroforético no
correspondia con lo que se visualizaba cuando usaban los KASP, presentando una tasa de

error del 1%. Los marcadores moleculares utilizados en este trabajo no presentan tasa de
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error, la causa principal puede ser la diferencia de las variedades muestreadas que en este

caso es mucho menor, s6lo 30 variedades, frente a las mas de 300 analizadas en ese trabajo.

se diseflaron 5 marcadores basados en SNPs para este gen, para identificar las subunidades

Bx-6, Bx-13, Bx-70E, Bx-7y 17,y Bx-14 y 20.

GluB1x_6: el marcador disefiado para distinguir las variedades que portan la subunidad Bx-
6 de las que no la tienen funcioné correctamente. En la Figura 11.A se puede ver una
asociacion de puntos correspondientes a las variedades que no tienen esta subunidad

respecto a las cuatro variedades de trigo duro y blando que si lo presentan.

GluB1x_13: este marcador también funciond segun lo esperado, ya que era capaz de

distinguir tanto en trigo duro como en trigo blando la presencia o no de la subunidad Bx-13.

A) GluB1x_6 B) GluB1x_13

03 03

7 7* 17 0,2

0,15 &6

FAM

0,1 0,1

BLANCO

BLANCO BLANCO
0,05 0,05 13 13
g BLANCO

o 0,05 01 0,15 0.2 025 0 0,05 01 0,15 02 0,25 03
HEX HEX

En el estudio de Ravel et al., (2020), los marcadores disefiados para detectar las subunidades
Bx-6 y Bx-13 del gen G/u-B7-7 se comportaban de forma similar. Estas subunidades son
importantes para la calidad final del trigo, la presencia de la subunidad Bx-6 (asociada
normalmente a la subunidad By-8) hace que el trigo presente peor calidad panadera
(Sharma et al., 2020) mientras que la presencia de la subunidad Bx-13 (asociada
normalmente a la subunidad By-16) son caracteristicas de trigo con buena calidad panadera
( Lopez-Fernandez et al., 2021). Ademas, la combinacion de subunidades Bx-13 + By-16 es
especifica de trigos de la Peninsula Ibérica por lo que disponer de marcadores para esta

subunidad es particularmente interesante si se trabaja con germoplasma espafiol.

GluB1x_7o0e: en la Figura 12 se aprecia que este marcador disefiado para diferenciar la

subunidad Bx-70E del resto no es demasiado especifico. En trigo duro es capaz de detectar
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la presencia de la subunidad Bx-7 respecto de otras subunidades, luego podria funcionar
como un marcador especifico de esta subunidad, pero en trigo blando no diferencia entre
la subunidad Bx-7 y la subunidad Bx-70E, ademas de que no agrupa dos variedades que

presentan la subunidad Bx-7, ‘Fiel' y ‘Champlein’.

GluB1x_70e

°7

o °7 oot

0,12 b e70E

o7

v g
BLANCO 6\ O o
0,06 BLANCO zoc'?l‘g, 20
13 “Q 17

e 50
o7 6 . ts

18 7¢13 14

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03
HEX

Figura 12. Distribucion de las variedades de trigo blando (azul) y trigo duro (rojo) segun fluorescencia de los
fluoroforos HEX o FAM del marcador GluB1x_7oe del gen G/u-B7-1

La variante Bx7OE es caracteristica de trigos bandos, se debe a la duplicacion de gen GluB1-
1 en esas variedades lo que conlleva la sobreexpresion de la subunidad Bx-7 lo que tiene un
efecto positivo en la calidad (Han et al, 2014). Este marcador podria servir para diferenciar
la Bx-7 en trigos duros, ya que no presentan la variante Bx-70E, pero habria que analizar

mas muestras para confirmarlo.

GluB1x_7-17: en la Figura 13 se puede apreciar que el marcador es capaz de identificar las
variedades con subunidades Bx-7 o Bx-17. Aunque seria necesario optimizarlo para que
realice un mejor agrupamiento. En la Figura 13.A se puede ver como agrupa juntas las
subunidades Bx-70E y Bx-7%*, igual que en el caso anterior, en trigo blando no se diferencian

esas dos variantes. En el caso del trigo duro (Figura 13.B) la discriminacién es incluso mejor.

A GluB1x7_17 B) GluB1x7_17

0,2

o7
2015

0,1 20

BLANCO" “BLANCO 0 6 BLANCO
0,05 BLANCO

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03 0 0,05 01 0,15 0,2 0,25 03
HEX HEX
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Figura 13. Distribucion de las variedades de trigo segun fluorescencia de los fluoréforos HEX o FAM A) Marcador
GluB1x_70e del gen G/u-B7-7en las variedades de trigo blando. B) Marcador GluB1x7_17 gen G/u-B7-7en las
variedades de trigo duro

Ravel y colaboradores (2020) disefiaron marcadores moleculares para estas subunidades
(Bx-70E, Bx-7 y Bx-17). El marcador para detectar la subunidad Bx-70E presentaba una baja
tasa de error, y el marcador para la discriminacién de las subunidades Bx-7 y Bx-17
presentaba una eficacia del 98%. En este caso, como se puede observar en las figuras
anteriores, el marcador para la subunidad Bx-70E no realiza una discriminacién tan buena,
y es que, aunque la region polimoérfica sea similar (la diana que reconocen los marcadores
moleculares es la misma que en el articulo de Ravel (2020)), el disefio del cebador no es el
mismo. Mientras que el marcador GluB1x_7-17 parece funcionar de manera similar. Aunque
ambos marcadores necesitan optimizarse para mejorar la agrupacion de las diferentes

subunidades.

GluB1x14_20: en este caso el marcador que se disefidé para distinguir la presencia la
subunidad Bx-14 o Bx-20 del resto no funcion6 segun lo esperado, como se ve en la Figura
14 es capaz de distinguir la subunidad Bx-20 en trigo duro y trigo blando, de las cuatro
variedades con las que se trabajan identific6 todas, pero no es capaz de distinguir la

presencia de la subunidad Bx-14.

GluB1x14_20

® 20 e

BLANCO
BLANCO

Figura 14. Distribucion de las variedades de trigo blando (azul) y trigo duro (rojo) segun fluorescencia de los
fluoroforos HEX o FAM del marcador GluB1x14_20 del gen G/u-B7-1

En otros articulos (Ravel et al., 2020) los marcadores que se disefiaron para la deteccion de
las subunidades Bx-14 o Bx-20 funcionaron de forma especifica, detectando ambas

subunidades en las variedades que las portaban. En este caso, como se observa en la Figura
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10, el marcador solo es capaz de distinguir la subunidad Bx-20. Aun asi, podria ser util ya

que la presencia de esta subunidad esta relacionada con una mala calidad panadera.

3.5.1.3. Marcadores para el gen G/u-D71
Se diseflaron tres marcadores basados en SNPs para este gen, para identificar las
subunidades Dx-5, Dx-2 y Dy-12

GluD1x_5: este marcador discriminé muy bien entre la subunidad Dx-5 y la subunidad Dx-2.
Ademas, se puede ver en la Figura 15.A, que con las variedades que presenta la subunidad

Dx-5 también se agrupaban las variedades de trigo duro y con las variedades que presentan

la subunidad Dx-2 se agrupaban las que tienen la subunidad Dx-4.

GluD1x_2: se puede apreciar que este marcador también distingue correctamente las
variedades que tienen la subunidad Dx-5 de las que tienen la subunidad Dx-2, excepto la
variedad ‘Gabo’ que se agrupaba con los blancos (alelo nulo). Ademas, en este caso el trigo
duro no se agrupa con ninguna subunidad, sino que se situaba con los blancos, a excepcion

de ‘Langdon’ que se agrupaba con las variedades que portan la subunidad Dx-5.
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Figura 15. Genotipos de las variedades de trigo blando (azul) y trigo duro (rojo) segun fluorescencia de los
fluoréforos HEX o FAM A) Marcador GluD1x_5 del gen G/u-D7-7B) Marcador GluD1x_2 del gen G/u-D17-7

GluD1y_12: en la Figura 16, se observa que el marcador funcioné de la forma adecuada,
siendo capaz de hacer una distincion entre variedades de trigo con subunidades Dy-10 o Dy-
12. Se puede apreciar la tendencia de los trigos duros a agruparse con las variedades que

portan la subunidad Dy-12, aunque no deberian presentar amplificacion.
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Figura 16. Distribucion de las variedades de trigo blando (azul) y trigo duro (rojo) segun fluorescencia de los
fluoroforos HEX o FAM del marcador GluD1y_12 del gen G/u-D7-2

En articulos previos (Ravel et al., 2020) los marcadores diseflados para el locus G/u-D7
detectaron las subunidades y se correspondian con las bandas electroforéticas. En las
figuras anteriores, se puede visualizar como los marcadores también distinguen
correctamente los alelos para este locus, aunque los marcadores GluD1x_5y GluD1y_12 son
mas robustos y menos especificos que el marcador GluD1x_2, la posible razén por la que los
marcadores GluD1x_5y GluD1y_12 detecten el trigo duro es porque el trigo es una especie
poliploide, y la diana de estos marcadores puede ser una secuencia que se encuentra

repetida en los genomios A o B del trigo duro.

3.5.2. KASP disefiados para identificar InDels:
Se disefiaron 3 marcadores basados en InDels, dos para el gen G/u-A7-7y uno para el gen

Glu-B7-1.

3.5.2.1. Gen Glu-A7-1
GluA1x_2: el marcador disefiado para identificar esta subunidad no funciona correctamente,

como se puede ver en la Figura 17.A todas las variedades, indistintamente de que porten o

no la subunidad Ax-2- 0 no, se encontraban agrupadas juntos.

GluA1x_2star: en la Figura 17.B se puede apreciar como los cebadores disefiados para esta
subunidad tampoco se comportaron segln lo esperado, todas las variedades se

encontraban agrupadas indistintamente de que porten o no la subunidad Ax-2*.
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Figura 17. Distribucion de las variedades de trigo blando (azul) y trigo duro (rojo) segun fluorescencia de los
fluoréforos HEX o FAM A) Marcador GluA1x_2 del gen G/u-A7-7B) Marcador GluA1x_2star del gen G/u-A7-71

3.5.2.2. Gen Glu-B1-1
GluB1x_7: como ocurria con los cebadores disefiados para la identificacion de las

subunidades Ax-2* o Ax-2--, este marcador molecular tampoco funciond correctamente. En
la Figura 18, se puede ver que no era capaz de identificar la subunidad Bx-7* en ninguna
variedad, ni en trigo duro ni trigo blando, y que todas las variedades volvian a estar

agrupadas de forma inespecifica.
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Figura 18. Genotipos de las variedades de trigo blando (azul) y trigo duro (rojo) segun fluorescencia de los
fluoréforos HEX o FAM del marcador GluB1x_7 del gen G/u-B17-7

Los marcadores moleculares disefiados a partir de pequefias inserciones o deleciones no
funcionaron de la manera esperada. Aunque los marcadores KASP estan pensados para
identificar SNPs, también se pueden usar en el caso de InDels. En otros articulos (Rasheed
et al., 2016; Ravel et al., 2020) se disefiaron marcadores KASP cuya diana eran InDels vy,

aparentemente, hacian una buena discriminacién alélica.
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Hay que tener en cuenta que estos InDels, se corresponden con motivos repetidos en la
secuencia de las gluteninas, lo que probablemente esta limitando el disefio de los cebadores
ademas de que pueden estar dandose amplificaciones inespecificas (Figura S2, ver Anexo).
Para intentar entender el diferente comportamiento de los dos tipos de marcadores, se

realizaron unas pruebas de amplificacién seguida de desnaturalizacion.

3.6.  Curva de disociacion
La temperatura de desnaturalizacién del ADN puede variar mucho dependiendo de la

secuencia, la longitud y el contenido de CG. Por eso, esta técnica es Util para analizar la
especificidad de los productos obtenidos de una amplificacion por PCR a través de sus

perfiles de desnaturalizacién.

Se emplearon los cebadores de los ensayos KASP de InDels y se realizaron amplificaciones
con SYBR Green para obtener posteriormente las curvas de disociacion. En la Figura 19 se
muestran las cinéticas de amplificacion (a la izquierda del panel) y las curvas de disociacidon
de los productos amplificados (a la derecha del panel) para un marcador basado en SNPs y

un marcador basado en InDels.

Enla 19.Ay B, se muestra el resultado para el marcador molecular GluA1x_1 que gener6 una
curva de disociacidn en la que se observa claramente un Unico pico, indicando la presencia

de un Unico producto amplificado.
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Figura 19. Cinéticas de amplificacion y disociacion de marcadores KASP A) Curva de amplificacion de las 30 variedades
de trigo con el marcador GIuA1x_1 (G/u-AT7-7) disefiado B) Curva de disociacién de la amplificacién con el marcador
GluA1x_1. C) Curva de amplificacién de las 30 variedades de trigo con el marcador GluA1x_2star (G/u-A7-7) D) Curva de

disociacion de la amplificacion con el marcador GluA1x_2star.
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En la Figura 19 Cy D, se muestra el resultado para uno de los marcadores basados en InDels
gue genero6 una curva de disociacion totalmente diferente, indicativa de que no se estaba
produciendo una amplificacion especifica, de un Unico fragmento, en la reaccién. Esta
prueba se realizé con los tres marcadores disefiados con InDels, y con los tres se visualizaba
una curva del mismo tipo, con al menos dos picos sugiriendo que el problema que
presentaban esos marcadores se debia en todos los casos a la obtencién de varios
amplicones, independientemente del genotipo de las variedades. Esto puede ser debido a
varias razones. Una de ellas puede ser que al ser el trigo una especie poliploide, el marcador
KASP puede estar detectando regiones similares en distintos genomios; la otra posibilidad
puede que sea que los marcadores KASP disefiados no sean totalmente especificos del

polimorfismo y se amplifiquen otras regiones en el mismo gen.
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Se ha seleccionado y verificado un set de variedades de trigo que se puede
considerar una “master set “de variabilidad para HMW-GS Util para la puesta a punto
de marcadores moleculares.

Se han conseguido desarrollar y poner a punto marcadores moleculares para HMW-
GS relacionados con alelos de buena y mala calidad en trigo blando, que pueden ser
utilizados para seleccionar materiales en programas de mejora.

Se han analizado por primera vez marcadores KASP relacionados con HMW-GS en
trigo duro, obteniéndose unos resultados comparables a trigo blando, aunque es
necesario confirmar estos resultados en un mayor nidmero de variedades.

La informacién de HMW-GS disponible en las bases de datos no es suficiente, es
necesario generar mas informaciéon de secuencia para poder disefiar nuevos
marcadores que identifiquen otras variantes.

Los KASP disefiados a partir de InDels, no han dado el resultado esperado,
generando amplificaciones inespecificas que posiblemente estén relacionadas con

la presencia de motivos repetidos en estos genes.
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ANEXO-Figuras complementarias

H12928.5 Dud

D5 promater DOS3733..,
[s8 B Dﬂ?ﬁu

D=3 KM116493.1

033461 Duk
KFa66259.1 D

X12928.5 Dx5

DS promater DOS3733,..
D 11

Dxd KM116493.1
A03346.1 Dl
KF466259.1_Dud

H12928.5 DS

D15 promater DQ53733,,,
Dx2.| 11

D3 KM116493.1
A03346.1_ D2
KF466259.1_Dwd

H12928.5_DuS
Dx5 promater DOS3733,.,
D:Z_gﬂiﬂiﬁ?'l.i
mnmn

1_Du2
KFdf8259.1 D2

H12928.5 Dud
D5 promator DOS53733...
D 08e71.1
Dx3 KM116483.1
1_Dx.
KF466259.1 D2

A12928.5 Dud

DxS promater DOS3733,.
Dx2_DG208971.1
n:um 164831

: 20 2n i 1w 20 280 2m 2100 w10 20 10 1 2950 20 . : ; so0
GAAGTTAGECATGE COAGGTAGG T TO T TG CGGAATGTT T T TAGT T TTAGT TETCATACAAC CAAATCTCATTCARATATATAAAA AT TCCGLLAALARCTTOTGOCGTACATCTAGTTACAAGLGOAATATTAGTGATCGCOTGAGCAAGCGATAAGGCCAAGOAGA GAA GAAGTOEATCGTC TAC GOAGGLCAGLTAA
GAAGTTAGCCATGCCGAGGTAGGT TGTTGCCOGAATGTTTTTAGTT T TAGT TCTCATACAACCAAATCTCATTCAAATATATAAAMCATTCCGLOAACAN CTTGTOGOGCGTACATCTAGT TACAAG AATATTAGTGATGGCGTGAGCAAGCGATAAGGCCAAGGAGAGAAGAAGTOCATCGTCTACGGAGGCCAGGGAA

GAAGTTAGECATGE COAGGTACGTTOTTGE COGAATGTTTTTAGT T TTAGTTETCATACAACCAMMTETCATTCA AATATATAAAAC ATTCCGOCAAC AA “TTGTGOCGTACATC TAGTTACAAG

SGAATATTAGTGAT GGEGTGAGE AMAGEGATAAGGCCAAGGAGAGAAGAAG TOCATEGTE TAC GGAGGCCAGGGAA

! 1w e 100 1 : 1o 10w um ump um Lo 150 110 um 1 um Laon
AGACAATGGACATGCAGAGAGGCAGGGECG CATAGAAGARGATAAGAGGT TAMCATAGGAGGAGEATATAATGEACAATTAAATCTGCATTAGT TGAAC TCATTTGGGAAGTARACAAATTTTCTATTCTGTGTARACCAMAC TATTTGACGCGGATTTTCTCTGAAGATCCTATATTA
AGACAATGGACATOGLAGAGAGGCAGGGLLEG GATCATAGAAGAAGAT AAGAGGTTAAACATAGOAGOAGGATATAATGOACAAT TAAATCTGCATTAGTTGAACTCATTTGGGAA G TAAACAAATTTTCTAT TC TG TOTAAACCAAAC TATTTGACGEGOATTTTCTC TGAAGATCCTATATTA

AGACAATGLACATGCAGAGAGGCATGGOEGE

axe e 11w LR 1280 160 L) a0 e a0 e B L 1ug 1380 10 e £ 10 B

e 1 1w 1240 1290 1260 1z 120 1% e 10 e 1w 140 130 140 1 e 1 s
ATTTTAGACATGGT T TGO TAGTTCATT TG TCATGAMMAGGTGTTTCCATAMGTCCAAANTTC TACCAACTTTTTTGTATGGC ARG T CATAGCATAGATAGAT GTTGTGAGTCAC TGGATAGATATTGTGAGTCATAGCATGGATTCATGTTGE TOGAAATCCAAC TACAT GACAAGCAACAAAACC TGAAATGGGCTTT
ATTTTAGACATGGT T TGO TAGTTCATTTGTCATGAAAAGGTGTTTCCATAAGT CCAARATTCTACCAACTTTTTTGTATGGC ARG T CATAGCAT AGATAGATGTTGTGAGTCAC TGGATAGATATTOTGAGTCATAGCATGGATTCOTGTTGCTOGAAATCCAACTACATGACAAGCAACARAACCTGAAATGGGCTTT
ATTTTAGACATGGT T TGOCTAGT TCATTTGTCATGAAAAGGTGTTTCCATAAGTCCAAAAT TCTACCAACTTTTTTGTATGGCAGGT CATAGCATAGATAGATGTTGTGAGTCACTGOATAGATATTOGTGAGTCATAGCATGOATTCOTGT TGCTGOAAATCCAAL TACAT GACAAGCAACAAAACCT GAAATGGGCTTT
CEAMETTTTTTGTATGGEAGGTCATAGEATAGATAGATGTTGTGAGTCAL TGOATAGATATTGTGAGTCATAGCATGGATTCGTGT TG TGOAAATCC AGE TACAT GACAAGCAACAAAACE TGARATGGGCTTT
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AGGAGTTATCAATTTACTTGTTCCATGCAGGETACCTTCCACTACTCGACATGE TTAGAAGETTTGAGTLOCCGTAGATTTGCAAAAG CAATGLGCTAACAGACACATATTCTG CCAAACCCCAAGAAGGATAATCACTTTTCTTAGATAAAAAAGAACAGACCANTATACAAACATCCACACTTCTGLAAACAATACA
AGGAGTTATCAATTTACTTGTTCCAT GEAGGCTACCTTCCAC TACTCGACATGC TTAGAAGE TTTGAGTGOCCGTAGATTTGC AAMAG CAATOGOCTAACAGACACATATTCTG COAAACCCCAAGAAGGATAATCACTTTTCTTAGATAAAAAAGAAC AGACC AT ATACAMMCATCCACACTTCTGCAAMC AATAC A
AGGAGTTATCAATTTACTTGTTCCATGCAGGETACCTTCCACTACTCGACATGCTTAGAAGETTTGAGTGOCCGTAGATTTGCAAAAG CAATOGOCTAACAGACACATATTCTG CCAAACCCCAAGAAGOATAATCACTTTTCTTAGATAAAAAAGAACAGACCAGTATACAAMMCATCCACACTTCTGCAAACAATACA
ACCAGT TATCAATTTACTTOTTCCAT GEAGGCTACCTTCCAC TACTCGACATGC T TAGAAGETTTGAGTGOCCGTAGATTTGCAAAAG CAATGOCTAACAGACACATATTCTG COAAACCCCAAGAAGOATAATCACTTTTCTTAGATAAAAAACAACAGACCAGTATACAAACATCCACACTTCTGCAAACAATACA
AAGCTTTGAGTGOCCGTAGAT TTGE AAAAGBC AATGOC TAACAGACACATATTC TGECCAAACCE CAAGAAGGA TAATCACTTTTCT TAGATAAAAAAGAAC AGACCAGTATACAMMCATCCACACTTC T GCAAMC AATAC A

UL 5] e 140 1550 16k 8% gLl R ) b e  kr L 174 1750 AT e e e Lo
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TCAGAACTAGGATTACGCCOATTACGTOGL TTTAGCAGAC TG T COCAAAAATCTGT T T TG AAAGC T AAT TG TCC T T UL T TATCCAGC T TCT T T TAT AT TG GCAAAC T GG T T T TECAACCGATTTTGTTCT TCTCOCGCTTTCT TCT TAGGC TAAACAAACCTCACCOTGCACGCAGCCATGATCCTGAACCTTCA
TCAGAACTAGGATTAC G CGATTAC G T GG TTTAGCAGAC TG T CCAAAAAT T LT T T T G AAA G T AAT TG T T TG T TATE CAGE T T T T T T AT G T TG G AAAC T G G T T T T CAAC CGATTT TG T TET TCTCGEGETTTE T TE T TAGGE TAAAC AMACC TCACCGTGEACGEAGECATGOLTCETGAACCTTCA
TCAGAACTAGGATTACGCCGATTACGTGGE TTTAGCAGACTGTCCAAAMATCTGT T TTGCAAAGC TCCAAT TG TCCTTGE T TATCCAGCTTCT T T TGT G T TGGCAAACTGCGETT T TCCAACCGATTTTGTTCTTCTCGCGETTTCTTCTTAGGC TAAACAAACCTCACCGTGCACGCAGCCATGLTCCTGAACCTTCA
TCAGAACTAGGATTACGCCGATTACGTOGC TTTAGCAGACTGTCCAAAMATCTGT TTTGCAAAGC TCCAAT TGCTCCTTGC T TATCCAGETTCT T T TGTGT TGGCAAACTGCGETT T TCCAACCGATTTTGTTCTTCTCGCGETTTCTTC T TAGGC TAAACAAACCTCACCOTGCACGCAGCCATGOTCCTGAACCTTCA
TCAGAAC TAGGATTACGC COATTAC G TG TTTAGCAGAC TG T CCAAAAATC T AT T T T G ARG T AAT TG T T T O T TATC CAGC T TCT T T TaAT G T TG AR A TG G T T T T CAAC COATTT TG TTET TCTCOCGETTTC T TE T TAGGC TAAAC AAACCTCACCOTGCACGEAGCCATGOTCCTGAACCTTCA

ame 1822 1w 1840 1850 1860 am 4 i me sl 1 1349 1 180 Liad i L

A0k dah Ans Ak R i il
CCTCGTCCCTATAAAAGC O TAGCCAACCT TCACAATCT TR TCATCAC CCACAAC ACC G CTGATAGTCCACCGAGATGGCTAAGC GG TTAGTCCTCTTTGTGGCGGTAGTCGTCGCCCTCGTGGCTCTCACCGTCGC TOAAGG TGAGGCC TCTGAGCAACTACAGTGTGAGCGCG
CETCOTCCCTATAAMAGEY TAGCCAACCTTEACAATCTTATCATCACCEACAAC ACCGAGCACCACAMAL TAGAGATCAAT TCRCTGATAGTECACCGAGATGGE TAAGE GG T TAGTCCTCTTTGTGGEGGTAGTCGTCGECCTEGTGGETCTCACCGTCOE TGAAGG TEAGGLE TETGAGCAACTACAGTGTGAGCGEG
CCTCOTCCCTATAAAAGC] TAGCCAACCTTCACAATCTTATCATCAC CCACAMC ACCGAGCACCACAMAC TAGAGATCAATTCRCTGATAGTCCACCGAG
CCTCOTCCCTATAAAMGE] TAGCCAACCTTCACAATETTATCATCAC CCACAAC ACCGAGCACCACAMME TAGAGATCAATTCRCTGATAGTCCACCGAGATGGCTAAGEGGT TAGTCCTCTTTGTGGE
COTCOGTCCCTATAAAMGE CTACEEALCCTTEACAATCTEATCATCAC COACAAC AT GANC AL A A A LA AL T AT T oM T GATAGTCCACCGAGA TG G TAAGE GG T TAGTCCTCT T TG TG GCGGTAGT CGTCGCCCTCGT GG TCTCACCGTCOL TOAAGGTGAGGEC TCTGAGCAACTACAGTGTGAGCGEG

ATGGCTAAGE GG TTAGTCCTCT T TG TG OGO TAGTCGTC GECCTCATGGETCTCACCGTCOC TOAAGGTGAGGEC TCTGAGCAACTACAGTGTGAGCGCG

Figura suplementaria 1. Alineamiento entre las secuencias de las subunidades Dx-2, Dx-3 y Dx-5 del locus G/u-D7 para el disefio de primer mediante el software Primer3 para la

secuenciacion de la subunidad Dx-4. En color amarillo se encuentra la secuencia para el cebador ppDx y en color verde la secuencia para el cebador qqDX
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