WWares de soja

'. ax) en Llruguay.







Universidad de la Republica

Facultad de Ciencias

Diseino de marcadores moleculares funcionales para un
sistema de identificacion genética de cultivares de soja
(Glycine max) en Uruguay.

Laura Lima Aliano

Licenciatura en Ciencias Bioldgicas
Orientacién: Genética y Evolucion

Orientador: Ing. Agr. Fabian Capdevielle, PhD
Unidad de Biotecnologia-INIA “Las Brujas”

Montevideo
Uruguay



1.

2.

2.1.

2.2.

2.3.

24.

2.5.

2.6.

2.7.

2.8.

3.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

4.

4.1.

4.2.

4.3.

44.

4.5.

RESUMEN ..ot 3

INTRODUCCION .....cuiiiiiiieie ettt sttt se s eeene e 5
El genoma vegetal - GIYCING MAX .....ciiiiiiiiiiiie i bbb 8
Analisis de SSR, contenido en GC Y geNeS A8 SOJA ....ccvcveeerieiierieiesiesreeieeieesiesrese e sre e sraeeeseenns 10
Organizacion del genoma de dicotiledOnNEas ..........cccvcveiiicieiiie e 11
UsO de MiICroSatéliteS 8N PIANTAS .......c.cceiiiiiiiieeceeie st sre et re e e es 12
Microsatélites y eStrés ambiental ...........cccoccviveieicic e 13
Respuesta a estrés abiotiCo €N PlANTAS........cccveveriere e 16
(O] o] [ (1Y N0 1= aT-T o | SRR 22
ODJELIVOS BSPECITICOS: ....eeviriieeteiieeieerie ettt b ettt b et ettt e s e b ebe e e etene e 22

MATERIALES Y METODOS ....oooviiiieceieeeee ettt 23
Marcadores MoIECUIAreS ANONIMOS .........ccciiiriiieiriieereee e 23
Marcadores funcionales: diSefio de PriMEIS ......cccovciiiiieiie i 24
Marcadores funcionales: DB-ICRISAT ..o 27
Método automatizado (PLAN SEFVEL) c..iiiiiieieeieieeveese sttt st sresna e eneeneesrees 27
Y =T oL IRY =T =) = PSSR 28
Extraccion y cuantificaCion de ADN..........cccoo ittt 29
(€< 0o ] 7= Lo [0 NSO PRSP PP PRTPTPOPRTPRPIN 30
ANALISIS A8 GALOS ...ttt ettt sa et b ettt e b st et be e et ne e 32
Actualizacion de INFOrMACION............coi i 34

RESULTADOS ...t e e e e enaas 35
Marcadores funcionales: disefio de PriMErS .......cvcovceririe i 35
MéEtodo autoMALIZAA0: PLAN ......ciiiiiiiicee ettt 37
Extraccion y cuantificaCion de ADN..........cccco ittt 38
Amplificacion de 105 MICrOSALEIITES. .......ccuviiiiiieeiiee e 39
Deteccion de 105 MICIOSALEIITES ............ciiiiiiiiiieieiee et s 41




4.6.

4.7.

4.38.

4.9.

4.10.

5.

5.1.
5.2.
53.
54.
55.

5.6.

9.1
9.2.
9.3.
9.4.
9.5.
9.6.
9.7.

9.8.

ANALISIS A8 AALOS: PIC ... ettt ettt st e st e e st e e e at e e sbaeesbe e s saaeesaeessbaeesaeeaes 45

Andlisis de datos: analisis discriminante entre variedades............cccoeevevviiiiie e 46
Actualizacion de SECUENCIAS ANOTATAS...........cceeiiviiiirie ittt re s st be e s e s bessabe e 50
Actualizacién de marcadores funcionales DB-ICRISAT .........ooviiii e 51
Actualizacion de marcadores anGNimOoS (SALL).......ccovevereririeiese e 51
DISCUSION ..ottt e et e et e et e et e e e e e e, 54
(D= (o I0 [l g TN o7 (o (0] (=TSRSS 54
Respaldo automMALiCO: PLAN SEIVET........ccciiiiiiieiee ettt sttt sbe e 58
DetecCiOn A MICIOSALEIITES. ......ccviiiiee ettt esbe e s sb b e s sba e s sb b e s sbae s sbasesbee e e 58
P AN g F= LT 30 [T = TR TRURRTR 59
ANALISIS AISCIIMINANTE......eeiiiiiii ittt e e st e s st e e sbb e s sbbessbae s sbaessbeessbbeasbeeeses 60
Actualizacion de secuencias funcionales y andnimas ...........ccccocevvvieriieeeieeiese e 61
CONCLUSION ..ottt e e e e e e e e e e e e ee e e 63
AGRADE CIMIEN T O S . .ot e e aens 64
BIBLIOGRAFIA ..o ettt e et e e, 64
AN X O S e e 69
ANEXO 1: Matriz de tamafios alélicos para analisis de PIC ........c..cccccevvviiiviiivnin e, 70
ANEXO 2: Matriz de 0y 1 para analisis de discriminante ...........cccceveverinieninninsnseereseere e 71

ANEXO 3: Actualizacion de anotacion de marcadores funcionales disefiados manualmente .. 72

ANEXO 4: Actualizacion de marcadores funcionales DB-ICRISAT ........ccccoviiinneieninieiennne 78
ANEXO 5: Actualizacion de marcadores andnimos (Satt) .........ccoceevvereivrieneiinersinese s 81
ANEXO 6: Planilla con los 44 marcadores funcionales anotados manualmente........................ 91
ANEXO 7: Proceso de estrés abiotico €N Plantas ..........ccccevveriiienininensieseee e 94
ANEXO 8: Resultado del analisis discriminante mediante uso de SAS ..., 95




Diseno de marcadores moleculares funcionales para un
sistema de identificacion genética de cultivares de soja
(Glycine max) en Uruguay.

1 RESUMEN

Los sistemas de marcadores moleculares aplicados en la
identificacion de variedades de cultivos han utilizado ampliamente
microsatélites (SSR) localizados en regiones gendmicas sin funcién
conocida o asignada. Por esta condicién, éstos SSR se denominan
“marcadores anonimos” y en general no son aceptados como
descriptores Unicos para el reconocimiento de nuevas variedades a
menos que se pueda demostrar su asociacién con alguna caracteristica
fenotipica. Esta limitante puede ser superada a través del disefio de
oligonucledtidos que permitan amplificar SSR asociados a una secuencia
génica determinada (denominados SSR génicos 6 funcionales). En el
caso de especies de plantas donde se dispone de amplias colecciones de
EST (Expressed Sequences Tags), un gran numero de genes estan
representados conjuntamente con diversos tipos de informacién
(condiciones experimentales, origenes, ensayos funcionales, etc.) para
un conjunto de variantes genéticas dentro de la especie (variedades en
el caso de especies cultivadas). Este tipo de informacidon de secuencias
generadas en forma aleatoria (a partir de secuenciacion parcial de
clones de cDNA y procesos de ensamblado (in silico) ha sido utilizada
ampliamente como punto de partida para desarrollar sistemas de
marcadores funcionales. (1(2)(3)

En este trabajo se disefaron marcadores funcionales a partir de

secuencias expresadas, asociadas con respuesta de la planta a estrés
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abidtico (frio, sequia, etc.) a través de la aplicaciéon de diferentes
estrategias de mineria de datos. El conjunto de marcadores funcionales
(EST-SSR) seleccionado, mas un grupo de SSR andénimos fueron
evaluados como herramienta de identificacién varietal para cultivares de
soja, con el objetivo de incorporarlos en una matriz de identificacidon de

nuevas variedades de soja.




2 INTRODUCCION

Las herramientas moleculares que se han utilizado ampliamente
para el analisis individual de genes o pequefas regiones cromosomicas
vinculadas con la expresién de un caracter individual actualmente se
aplican al analisis global de genomas completos, estudiando en conjunto
los miles de genes, proteinas y metabolitos que constituyen un
organismo, asi como las complicadas redes de interaccion que operan
entre ellos. La informacién generada es enorme y es clave para la
identificacion y el aislamiento de genes de interés y permitira
interpretar, en términos moleculares, los procesos bioldgicos. Para
ayudar en este proceso han surgido poderosas herramientas
bioinformaticas que permiten almacenar e interpretar esta informacion.
(4)

Por otro lado, el conocimiento de la secuencia de los genes posibilitara el
desarrollo de marcadores “perfectos” -directamente basados en
cambios detectables sobre la secuencia del mismo gen-, lo cual
facilitaria la seleccion de los mismos en variedades de interés. La
conjuncién entre tecnologias de analisis molecular, marcadores
moleculares, gendmica y bioinformatica tiene el potencial de
revolucionar el mejoramiento genético vegetal, dando origen a lo que se
denomina mejoramiento molecular, abriendo camino al desarrollo de
nuevos y promisorios cultivares.

El objetivo de la gendmica es la dilucidacion completa y exacta de la
secuencia de ADN de un genoma haploide representativo de una
especie. La gendmica se divide en dos grandes areas; gendomica
estructural, que se ocupa de la caracterizacién fisica de genomas
enteros y la gendmica funcional, que se ocupa del estudio del

transcriptoma, proteoma y metaboloma.




Por analisis computacional de la misma vy utilizando principios conocidos

de genética y el analisis molecular de los transcriptos y proteinas es

posible:

» Comparar secuencias similares presentes en diferentes entidades
bioldgicas y comprender el papel de dichas secuencias.

> Realizar predicciones acerca de todas las proteinas codificadas por
una especie.

> Establecer las variaciones genéticas entre distintas poblaciones de
una misma especie.

» Comparar secuencias de diferentes especies y entender procesos
evolutivos.

Esto ha dado origen a la gendmica comparativa y ha demostrado que

existe considerable sintenia, es decir una localizacién conservada de los

genes en posiciones equivalentes en especies relacionadas. También ha

sido una excelente herramienta para identificar motivos o dominios de

secuencias altamente conservados y por lo tanto, funcionalmente

importantes en regiones codificantes y no codificantes del genoma. @

Los procesos celulares son controlados en varios niveles. La informacién
basica es codificada por el genoma, que esencialmente es idéntico en
cada célula del organismo, independientemente de la etapa de
desarrollo o ambiente. El control del resultado de esta informacion
invariante puede ocurrir en varios puntos, como se muestra en la
Figural. La informacion contenida en el ADN puede ser transcripta en el
ARN, pero sélo un pedazo de la informacidon en el ADN es transcripto
alguna vez. La suma de todas las regiones de genoma que son
transcriptas es colectivamente conocida como el transcriptoma vy
comprende todas las secuencias que arreglan el componente de ARN

completo del organismo. Como no todo el ADN es transcripto, el
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transcriptoma es menos complejo que el genoma. Los productos de la
traduccion del transcriptoma generan el proteoma. Sin embargo, dado
gue moléculas de ARN nunca son traducidas en proteinas, la
complejidad del proteoma es menos que aquel de los transcriptomas. (¥
Sin embargo, esta complejidad puede ser aumentada por modificaciones
postraduccionales de las proteinas, potenciando los productos obtenidos
de un mensaje dado. Estas proteinas entonces funcionan en la sintesis
de metabolitos primario y secundario, el total de éstos constituyen el
metaboloma. La combinacion de ARN, proteinas, y metabolitos,
funcionalmente integrados, causa la actividad bioldgica de una célula o
tejido, y la informacidon en todos estos procesos es necesaria para un

entendimiento completo de forma de planta, funcién, y desarrollo.

Genome < » DNA

Transcriptome < p» mMRNA, ribosomal RNA, regulatory RNAs

P
<
< »

Proteome < »  proteins ?Post-translational modifications

Metabolome —>» primary metabolites —» secondary metabolites

<
<
l v

biological activity

syurod [o1u0d ]qIS0d

Fig.1- Niveles de control de los procesos celulares. (Adaptado de Jacobs et al., 2000)
(4.1)

La informacién de secuencia de ADN ha sido, y sigue siendo, reunida
tanto de ADN gendmico como estudios de cDNA. Sin embargo, toda esta
informacion de secuencia es soélo un primer pilar al entendimiento del
control coordinado de la expresidon de genes, asi como entendiendo
cuales de estos genes potenciales realmente son expresados en una
manera funcional. La anotacidon de la secuencia gendmica se refiere a los
procesos (tanto manual como basada en un ordenador) por las cuales
7




varias regiones del genoma son clasificadas (regiones génicas, regiones
no transcriptas, elementos transponibles, regiones de control
conservadas). Los datos de ESTs y clones de cDNA de “largo completo”
identifican las secuencias gendmicas transcriptas a ARN. (4
Se pueden identificar tres destinos posibles para una molécula de ARN:
> es traducido en una proteina
» funciona como un ARN sin cualquier modificacion subsecuente
> es degradado sin realizar alguna vez realmente una funcion
conocida especifica
Por lo tanto, para entender el funcionamiento de la célula, la
informacion adicional acerca de transcripcion y traduccion de cualquiera
de los genes supuestos y la actividad subsecuente de algun producto

proteico debe ser recopilada. ¢

2.1 El genoma vegetal - Glycine max

Soja (Glycine max L. Merr) es uno de los cultivos
econdmicamente mas importante en el mundo. Fue
domesticada y cultivada en China por cientos de afnos,
considerado hoy un caso de aplicacién para desarrollar
procedimientos de mejoramiento molecular porque

tiene un mapa genético densamente saturado.

Los trabajos realizados previamente en el estudio del
genoma de la soja mediante ESTs, han servido como evidencia para
demostrar que el procesamiento y ensamblado de estas secuencias en
unigenes (entendiendo como unigenes; una entrada en una base de
datos que se corresponde a un set de secuencias transcriptas
provenientes de un mismo locus -gen o pseudogen expresado- en
conjunto con la informacion con similaridad de proteinas, genes
expresados, clones de cADN y regiones genémicas) son muy Uutiles para
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hallar homologia en otras especies como Medicago truncatula o
Arabidopsis thaliana. Estudios realizados previamente por Ai Guo et al.
(2003) ) muestran que de el andlisis de 629.000 ESTs (los cuales
fueron ensamblados en 56.000 unigenes) cerca del 77 % de estos
unigenes son homodlogos con genes de Arabidopsis. Los productos
hipotéticos de los unigenes fueron anotados de acuerdo con su
homologia a proteinas de Arabidopsis. Los genes de soja que no
mostraban alta similaridad en el genoma de Arabidopsis fueron

identificados como genes especificos de soja. (%)

El analisis de SSR mostré que el genoma de soja es mas complejo que
el de Arabidopsis y el de Medicago truncatula. Aunque el contenido GC
en soja en secuencias de unigenes es similar a estas dos especies. )

Los unigenes de soja fueron buscados en contraste con el proteoma de
Arabidopsis mediante Blastx y contra unigenes de M.truncatula
mediante t-Blastx por analisis de homologia. Los resultados en la
figura2 muestran que cuando el valor esperado (e-value) fue menor a
1.0E-1, 77 % de los unigenes de soja fueron homadlogos a los genes de
Arabidopsis y 82 % de ellos fueron homodlogos a unigenes de M.

truncatula.

Cuando el e-value fue mas bajo, el nUmero de secuencias homologas
decrecié en ambas comparaciones. Cuando el e-value fue menor que
1.0E-180, solo el 1.8% de los unigenes de soja mostraron homologia
con el proteoma de Arabidopsis y 2.33% mostraron homologia con

unigenes de M.truncatula. (%)
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Fig.2 Se muestra un analisis de homologia
de unigenes de soja comparados con
aquellos de Arabidopsis y Medicago
truncatula. Las columnas oscuras
representan el ndumero de genes que

Fig.3 Clasificacién funcional de unigenes de
soja de acuerdo al Gene Ontology
Consortium. La clasificacion fue asignada
por homologia con genes categorizados de
Arabidopsis. Solo el 61.7% de 27.290 genes

muestran homologia en secuencias predichos de Arabidopsis fueron
aminoacidicas, con un E-value entre soja y clasificados. Para soja, 39.0% de 56.147
Arabidopsis. Las columnas claras son entre unigenes fueron clasificados.

soja y M.truncatula.

2.2 Andlisis de SSR, contenido en GC y genes de soja

El genoma de soja contiene entre un 40% vy un 60% de
secuencias repetidas y heterocromaticas, fueron analizados los SSRs
(simple sequence repeats) en ambas secuencias, gendémicas Yy
unigénicas. En secuencias gendmicas la distancia promedio entre dos
SSR en soja fue de 3.96 Kb, la cual es la mitad de lo que se observo en
M.truncatula y Arabidopsis, o que quiere decir que en soja hay mas
secuencias repetidas. (*)

Sin embargo, en unigenes la distancia promedio es de 10Kb en las tres
especies, indicando que los unigenes contienen menos secuencias
repetidas. Este analisis mostré que el tipo mas comun de repetido en
unigenes son trinucledtidos en las tres especies. En secuencias
gendmicas el tipo mas comun también son trinucleétidos en soja pero a
diferencia de Arabidopsis y M.truncatula que son dinucledtidos.

Ademas, la proporcion de unidades de repetidos de SSRs en unigenes

fue diferente. 3

10



En unigenes, el repetido mas comun para G.max y M.truncatula fue AG,
mientras que el mas comun en A.thaliana fue GAA. En secuencias
gendmicas el repetido mas comun fue AT en las tres especies. Este
analisis también mostré que las secuencias gendmicas de soja son mas
complejas que aquellas en M.truncatula y Arabidopsis y que el ensamble
de secuencias serd mas dificultoso para el genoma de soja.

Otros resultados mostraron que el contenido en GC en secuencias
unigénicas en las tres plantas eran mas altas que en secuencias
gendmicas y el contenido en GC fue similar en soja, M.truncatula y
Arabidopsis.

De la comparacion con arroz, el contenido en GC es de 0.51 para
exones y 0.43 para secuencias gendmicas *) ambos valores son
mucho mas altos que para soja, los cuales son de 0.43 y 0.35 para
unigenes y secuencias gendmicas, respectivamente.

El contenido en GC permite reflejar la estabilidad relativa del genoma
de una planta. Dicho analisis indicd que el nimero de genes en el
genoma de soja pueda ser de 63.501 siendo mucho mayor que el de

arroz o tomate.

2.3 Organizacion del genoma de dicotiledoneas

El conteo de bandas usando sondas de RFLP (fragmentos de
restriccion polimodrfico) indica que mas del 90% de todas las secuencias
de baja copia en el genoma de soja esta presente en mas de dos copias.
Consistente con esto, la correlacidn genética detallada usando
hibridizacion basado en marcadores RFLP y multiples poblaciones
identificd6 muchos casos de regiones genémicas duplicadas. (®
La presencia de copias "anidadas" sugiri6 que al menos uno de los

genomas originales hubiera sido duplicado antes del acontecimiento
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poliploidizaciédn mas reciente. Asi se espera que la mayor parte de los
genes de soja se agrupen en familias de genes que consisten en dos o
mas paralogos. En un estudio de Schlueter et al. se analizaron ESTs de
genes duplicados y se llego a la conclusién de que el genoma de soja se
sometid a un principal evento de duplicacién aproximadamente hace 15
a 44 MA (millones de afios). (®

El acontecimiento de copia mas reciente causaria muchos pares de
paralogos de genes, lo cual dificultaria la identificacion de genes
mediante el uso de ESTs. Aunque estudios preliminares hayan
examinado el nivel de la variacion de secuencia entre genes
seleccionados vy sus alelos en soja ningln andlisis sistematico ha sido

hecho hasta ahora. (¢

2.4 Uso de microsatélites en plantas

Las secuencias de ADN de mini (VNTR) y microsatélites (SSR) son
dos categorias de secuencias repetidas que se presentan en eucariotas.
Ellas se encuentran repetidas en tandem y dispersas a través del
genoma representando muchos loci. Cada locus tiene distinto nUmero de
repeticiones variable, asociandose de esta manera a alelos especificos
de alta variabilidad. A través del uso de estos marcadores se han
obtenido patrones complejos de variabilidad en el ADN en animales,
plantas, y microorganismos. (7)

Los microsatélites son muy atractivos para los genetistas pues combinan
varias ventajas como su codominancia, multialelismo y su alta
heterocigosidad. El alto nivel de polimorfismo que detectan permite una
discriminacion precisa entre individuos altamente emparentados.
Ademas de ser altamente polimdrficos, el analisis de microsatélites
requiere cantidades minimas de ADN. Una de las desventajas de los

microsatélites es el tiempo y costo involucrado en el proceso del disefo
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de cada cebador, sin embargo existe la posibilidad de usar los mismos
cebadores en mas de una especie. Hoy en dia la disponibilidad de
genomas secuenciados y el bajo costo en las técnicas de secuenciacion
hacen que esta desventaja practicamente no exista. )

Aunque el uso de marcadores bioquimicos y moleculares en estudios de
germoplasma y diversidad genética es limitado por el costo de los
reactivos y en algunos casos por el elevado costo de los equipos, los
avances técnicos que estas tecnologias han alcanzado en los ultimos
afnos, los hacen mas accesibles a los genetistas y a los programas de
mejoramiento. Ambos tipos de analisis son complementarios en la
caracterizacion morfolégica y agrondmica del germoplasma y en el
entendimiento de la diversidad y estructura genética de las poblaciones,

especies y taxas. )

Tabla 1. Caracteristicas generales de los marcadores moleculares.

Caracteristica Isoenzima RFLP RAPD VNTR AFLP SSR
Polimorfismo Bajo Bajo-alto Medio-alto Medio-alto | Medio-alto Alto
Estabilidad ambiental Moderada Alta Alta Alta Alta Alta
Nidmero de loci Medio Alto Alto Alto Alto Alto
Reproducibilidad Moderada-alta Alta Moderada- alta Alta Alta Alta
Aplicacion Réapida-barata | Lenta- cara Réapida- cara Intermedia | Lenta- cara | Lenta-cara

RFLP:. Fragmentos de restriccion polimorficos.
RAPD: Amplificacion de ADN al azar.

VNTR: NUumero variable de repeticiones en tandem.
AFLP: Amplificacién de fragmentos polimorficos.
SSR: Secuencias simples repetidas.

2.5 Microsatélites y estrés ambiental

Las plantas frecuentemente son sometidas a condiciones
ambientales adversas que afectan negativamente su crecimiento y
desarrollo. Los avances en el conocimiento basico sobre los mecanismos

moleculares involucrados en la tolerancia al estrés por bajas
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temperaturas, déficit hidrico o anegamiento y en la resistencia o
tolerancia a enfermedades, permiten asociar la accidon de ciertos grupos
de genes candidatos al grado de tolerancia al estrés. Gran parte de la
investigaciéon basica en plantas se ha orientado a dilucidar los
mecanismos moleculares que subyacen a las respuestas de las plantas
al estrés ocasionado por estos factores, conocimiento que haria posible
aumentar la tolerancia al estrés abidtico y bidtico a través de programas
de mejoramiento genético o enfoques biotecnoldgicos.

Los sistemas de marcadores moleculares aplicables en identificacién de
variedades se han enfocado generalmente en regiones del genoma con
alto grado de polimorfismo intervarietal, como por ejemplo secuencias
conteniendo microsatélites (SSR=simple sequence repeat), sin
considerar el grado de expresidn fenotipica de estas secuencias
(marcadores “andénimos”). Los marcadores moleculares SSR son
secuencias cortas repetidas en tandem con motivos de di, tri o tetra
nucleétidos, su variacion en longitud es detectada por PCR al utilizar
cebadores que amplifican las secuencias que limitan con la repeticion.
(8)

Los SSR son ampliamente utilizados debido a que ofrecen las siguientes
ventajas: i) polimorfismo muy elevado (multialélicos); ii) enorme
nimero de loci; iii) herencia mendeliana codominante; iv) alta
reproducibilidad; v) interpretacion sencilla de los resultados; vi) posible
automatizacion. También pueden presentar algunas desventajas: i)
requerimiento de conocimientos previos sobre el genoma de la especie
en cuestion; ii) alto costo para el desarrollo de cebadores; iii) unilocus,
aungue pueden hacerse multiplex; iv) alta tasa de mutacidon que puede

afectar la reproducibilidad en estudios genealdgicos. (2
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Diferentes trabajos de la Ultima década han revelado que muchas
respuestas fisioldgicas y moleculares al estrés ocasionado por sequia,
salinidad y bajas temperaturas estan articuladas a través de vias
compartidas. ®> Un alto nimero de SSR han sido localizados en
regiones transcriptas del genoma, incluyendo genes que codifican para
proteinas conocidas e identificadores de secuencias expresadas (EST=
Expressed sequence tags), aun cuando en general el numero de
repetidos y longitud de los SSR en esas regiones es relativamente

menor en comparacion con regiones gendémicas. )

Estos ESTs tienen un rango de funciones que incluye enzimas
metabdlicas, proteinas estructurales y de almacenamiento, senalizacién
de interacciones planta-patégeno y factores de trascripcion, lo que
indica la posibilidad de asociar variantes alélicas con caracteristicas
funcionales. En el caso de especies de plantas donde se dispone de
amplias colecciones de EST, un gran numero de genes estan
representados conjuntamente con diversos tipos de informacién
(condiciones experimentales, origenes, ensayos funcionales, etc.) para
un conjunto de variantes genéticas dentro de la especie (variedades en
el caso de especies cultivadas). Este tipo de informacion de secuencias
generadas en forma aleatoria (a partir de secuenciacion parcial de
clones de cDNA y procesos de ensamblado in silico) ha sido utilizada
ampliamente como punto de partida para desarrollar sistemas de
marcadores funcionales con mejores resultados en cuanto a su

validacién en comparacién con los enfoques tradicionalmente utilizados.
(1) (2) (3)
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2.6 Respuesta a estrés abiotico en plantas

El estrés abidtico causado por sequia, salinidad, temperaturas
extremas, toxicidad quimica y estrés oxidativo genera serios problemas
para la agricultura. En general, representa una de las causas primarias
en la pérdida de cosechas alrededor del mundo, reduciendo Ila
produccion promedio de cosecha en mdas de un 50%. (19 E| estrés
abiotico conduce a una seria de cambios morfoldgicos, fisioldgicos,
bioquimicos y moleculares que negativamente afectan el crecimiento de
las plantas y la productividad de los cultivos. (11
La sequia, salinidad, las temperaturas extremas y el estrés oxidativo a
menudo estan interconectadas, y pueden inducir un dafio celular similar.
Por ejemplo, la sequia y la salinizacion se manifiestan principalmente
como estrés osmoético, causando la interrupcidn de los procesos de
homeostasis y distribucién de iones en la célula. 213 E| estrés
oxidativo, que con frecuencia acompafia las temperaturas altas, la
salinidad, o el estrés por sequia, puede causar desnaturalizacion de
proteinas funcionales y estructurales. ¥ Como consecuencia, estos
estreses ambientales activan en la célula diversos mecanismos de
sefializacion similares () (18) y respuestas celulares, como la produccién
de proteinas de estrés, regulacion de antioxidantes y acumulacion de
solutos. (17)(18)(19)

La compleja respuesta de las plantas al estrés ambiental, la cual
envuelve mecanismos de control moleculares de tolerancia al estrés,
estd basada en cambios en la expresion de determinados genes
causados por el estrés especifico.

Estos genes incluyen tres categorias principales: (i) aquellos que estan
implicados en cascadas sefaladas y en el control transcripcional, como

MyC, MAP kinasas y SOS kinasa y factores transcripcionales como HSF y
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familias de CBF/DREB y ABF/ABAE (29): (ii) aquellos que funcionan
directamente en la proteccion de membranas y proteinas, como “heat
shock proteins” (Hsps) y chaperonas, proteinas LEA (“late
embryogenesis abundant”), osmo-protectoras y proteinas supresoras de
radicales libres (21); (iii) aquellos que estdn implicados en el consumo
de agua, iones y en el transporte, como acuaporinas y transportadores
de iones. (?2) Los estreses primarios, como sequia, salinidad, frio, calor
y contaminacidn quimica a menudo estan interconectados, causando
dafio celular y desencadenando estreses secundarios, como estrés
osmotico y oxidativo.

Las senales de estrés iniciales (efectos como por ejemplo; osméticos e
idnicos, temperatura, cambios de fluidez de la membrana) provocan los
controles de transcripcibn y procesos en cascada que activan
mecanismos sensibles por el estrés para restablecer la homeostasis y
proteger y reparar el dafo de proteinas y membranas. La respuesta
inadecuada en uno o varios pasos de la sefalizacién y la activacién de
genes pueden causar cambios irreversibles en la homeostasis celular y
en la destruccién de proteinas funcionales y estructurales de
membranas, conduciendo a la muerte celular. (Ver anexo 7)

Factores de transcripcion y su significado en la tolerancia de plantas al estrés

Los genomas de plantas contienen un nimero grande de factores de
transcripcion (TFs); por ejemplo, en A. thaliana aproximadamente el
5.9 % de su codificacién de genoma es para mas de 1.500 TFs. (23)

La mayor parte de estos pertenecen a unas familias multigénicas
grandes, como MYB, AP2/EREBP, bZIP y WRKY. Factores de
transcripcion son aquellos factores que contribuyen con la polimerasa
para promover el alargamiento del transcripto de ARN.

Los miembros individuales de la misma familia a menudo responden

diferencialmente a varios estimulos desencadenantes de estrés, por otra
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parte, algunos genes de respuesta a estrés pueden compartir el mismo
TF. Los factores de transcripcion sensibles por la deshidratacion (DREB)
y “C-repeat binding factors” (CBF) se unen a elementos DRE y CRT cis-
acting que contienen el mismo motivo (CCGAC) en el promotor.

Los miembros de la familia CBF/DREB1, como CBF1, CBF2, y CBF3 (o
DREB1B, DREB1C, y DREB1A, respectivamente) son inducibles bajo
estrés. Las proteinas de DREB/CBF son codificadas por familias
multigénicas AP2/EREBP y median la transcripcién de varios genes como
rd29A, rd17, cor6.6, corl5a, erd10, kinl, kin2 y otros en respuesta a
frio y estrés hidrico. (3%

La sefalizacion de ABA desempefia un papel vital en respuestas de
estrés en plantas evidenciado por el hecho que muchos de los genes
inducibles por sequia estudiados hasta ahora también son inducidos por
ABA. Dos familias; TF bZIP y MYB, estan implicados en la sefializacion
de ABA y su activaciéon de genes. Muchos genes inducibles por ABA
comparten la secuencia, (C/T) ACGTGGC. Trabajos de Abe et al.
(2003) mostraron que los factores de transcripcién MYB, AtMYC2 vy
AtMYB2 funcionan como activadores transcripcionales en la expresion de
genes inducibles por ABA, sugiriendo un sistema regulador nuevo para
la expresion de genes en respuesta a ABA, ademds del sistema
regulador ABRE-bzIpP, (24

Acumulacion de solutos bajo condiciones de estrés osmotico

La funcion primaria de solutos u osmolitos es la de mantener la célula
turgente y con esto manejar el gradiente de consumo de agua. Los
estudios recientes indican que los solutos también pueden actuar como
supresores de radicales libres y chaperonas quimicas para estabilizar

(25) | os solutos caen en tres grupos

membranas y/o proteinas.
principales: aminoacidos (por ej. prolina), aminas cuaternarias (por €j.

glycina betaina, dimetilsulfoniopropionato) y poli-ol/azlucares (por e€j.

18



manitol, trehalosa). La sobre expresion de solutos en plantas
transgénicas puede causar mejoras en la tolerancia a estrés. (25

Antioxidantes y genes de detoxificacion

La salinidad, la sequia, temperaturas extrema y el estrés oxidativo son
acompafiados por la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS)
como 02, H202, y OH (?®), que dafian membranas y macromoléculas.
Las plantas han desarrollado varias estrategias de antioxidacién
pudiendo asi aumentar la tolerancia a la respuesta frente a distintos
tipos de estrés. Los antioxidantes (supresores de ROS) incluyen enzimas
como catalasas, superdéxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa
(APX) y glutation reductasa, asi como otras moléculas como ascorbato,
glutation, carotenoides, y antocianinas. Los compuestos adicionales,
como osmolitos, proteinas (por ej. peroxiredoxina) y moléculas
amfifilicas (por ej. tocoferol), también pueden funcionar como
(26)

supresores de ROS.

El papel de HSPs y proteinas tipo LEA

Para enfrentarse con el estrés ambiental, las plantas activan un gran
numero de genes que conducen a la acumulacidon de proteinas asociadas
por el estrés especifico. Proteinas como Hsps (“heat shock proteins”) y
proteinas LEA (“late embryogenesis abundant”) son dos tipos principales
de proteinas inducidas que se acumulan a causa de déficits de agua,
salinidad y temperaturas extremas, desempefando el rol de proteccion
celular durante el estrés. (27

HSPs y chaperonas moleculares

El mantenimiento de proteinas en sus conformaciones funcionales y la
prevencion de la acumulacion de proteinas no nativas son
particularmente importantes para la supervivencia de la célula bajo
estrés ambiental. Muchas proteinas inducidas por estrés, sobre todo

Hsps, se han mostrado como chaperonas, siendo responsables de la
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sintesis de proteinas, maduracién y degradacidén en una amplia serie de
procesos celulares normales. Ademads, las chaperonas moleculares
funcionan en la estabilizacién de proteinas y membranas, colaborando
con el plegamiento de proteinas en condiciones de estrés. Dentro de 5
familias conservadas de Hsps (Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 y Hsps),
estas pequefas proteinas que varian en tamafo de 12 a 40 kDa son las
mas frecuentes en plantas. Se ha demostrado que las Hsps no se
expresan solamente en respuesta al shock térmico, sino también bajo
estrés hidrico, salinidad, estrés oxidativo, y a bajas temperaturas. (2
Trabajos de Hamilton y Heckathorn (2001) sugirieron que la Hsp
podria actuar como antioxidante en la proteccién del transporte de
electrones mitocondriales del Complejo-I durante el estrés por NacCl.
Ademas, las Hsps estan implicadas en muchos procesos del desarrollo,
como el desarrollo de embrién, germinacion, embriogénesis, el
desarrollo de polen y la maduracién del fruto. Las plantas muestran
menos semejanzas de secuencia de Hsps que las presentes en otros
organismos. (28

La superproduccion de Hsps también puede proteger a las plantas del
estrés oxidativo. Estudios de Sol et al. (2001) demostraron que la
expresion de Arabidopsis AtHSP17.6A es regulada por shock térmico y
por estrés osmético. (28

LEA

Las proteinas LEA han sido encontradas en una amplia variedad de
especies de plantas en respuesta al déficit de agua que resulta de
desecacién, estrés por frio y osmodtico. Estas caen dentro de varias
familias, con funciones y estructuras diversas. (29)

Predicciones de su estructura secundaria sugieren que la mayor parte de
estas proteinas existan enrolladas alrededor de una alfa hélice. Se

propone por lo tanto que las LEA y las proteinas dehidrinas existen como
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estructuras en gran parte desplegadas en su estado nativo, aunque
algunos miembros existan como dimeros o tetrdmeros.

La hidrofobicidad es una caracteristica comun en las LEA y otras
proteinas sensibles a estrés osmotico. La estabilidad bajo calor es otro
rasgo notable de proteinas de LEA. Otra caracteristica comun de ellas es
que, en la mayor parte de los casos, la expresion de sus genes es
transcripcionalmente regulada y sensible a ABA. Se ha sugerido que las

proteinas LEA tienen funciones similares a las chaperonas. 9
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2.7 Objetivo general:

Bajo este enfoque se propone identificar polimorfismos para
marcadores candidatos para el estudio de la variabilidad presente en
soja y desarrollar un sistema de identificacion genética para nuevas
variedades de cultivos agricolas combinando marcadores moleculares
andénimos, sin efecto directo sobre el fenotipo y marcadores moleculares
funcionales (asociados con respuesta a estrés abidtico), aplicable al
registro de cultivares y aseguramiento de la identidad genética para

cultivos agricolas.

2.8 Objetivos especificos:

1. Ajustar un sistema de genotipado para variedades de soja
disponibles en Uruguay integrando microsatélites mapeados
(SSR gendmicos) y marcadores funcionales (EST-SSR vy
secuencias génicas) asociados con respuesta a estrés abiotico.

2. Generar una matriz de identificacion aplicable para variedades
de soja a partir de informacion para marcadores andnimos y
marcadores funcionales asociados con respuesta a estrés
abidtico en dicho cultivo.

3. Establecer materiales y protocolos de referencia para la
utilizacion de marcadores moleculares como descriptores
complementarios para el registro de nuevas variedades de
cultivos agricolas y para verificacion de calidad genética en

muestras de semillas.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Marcadores moleculares anonimos

En la tabla siguiente se muestran las caracteristicas de los primers para
diversos marcadores andnimos obtenidos de la bibliografia 1) que se
utilizaran para el genotipado de los 7 cultivares de soja y que no han
sido previamente asociados a ninguna caracteristica fenotipica conocida

pero que serviran como guia de mapeo en el genoma de soja.

Tabla 2- Caracteristica de marcadores andénimos.

Nombre Secuencia F Secuencia R Referencia

satt_173 TGCGCCATTTATTCTTCA AAGCGAAATCACCTCCTCT Roa et al. (2005)
satt_175 GACCTCGCTCTCTGTTTCTCAT GGTGACCACCCCTATTCCTTAT Roa et al. (2005)
satt_42 GACTTAATTGCTTGCTATGA GTGGTGCACACTCACTT Roa et al. (2005)
satt_577 CAAGCTTAAGTCTTGGTCTTCTCT GGCCTGACCCAAAACTAAGGGAAGTG Roa et al. (2005)
satt_177 CGTTTCATTCCCATGCCAATA CCCGCATCTTTTTCAACCAC Roa et al. (2005)
satt_226 GCGAAACAACTCACTTAAGCAATACAT GCGTCCTCCTACCTTTCTTATC Roa et al. (2005)
satt_231 GCGTGTGCAAAATGTTCATCATCT GGCACGAATCAACATCAAAACTTC Roa et al. (2005)
satt_324 GTTCCCAGGTCCCACCATCTATG GCGTTTCTTTTATACCTTCAAG Roa et al. (2005)
satt_534 TTCATGCATATACATCACGTATTATT TGTAAAAACTAAAGAATGGACTGTGG Roa et al. (2005)
satt_70 TAAAAATTAAAATACTAGAAGACAAC TGGCATTAGAAAATGATATG Roa et al. (2005)

Las reacciones de amplificacion de PCR se llevaron a cabo en un
volumen final de 11ul, en un termociclador Eppendorf. El ciclado fue
tomado de Roa et al. y los programas variaron con los diferentes pares
de oligonucledtidos. El ciclado consistié en 3 minutos a 94°C, un paso
siguiente de 35 ciclos con 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 54°C, 2
minutos a 72°C y por ultimo 8 ciclos con 30 segundos a 94°C, 45
segundos a 53°C, 45 segundos a 72°C y terminados estos, 2 minutos a

72°C. El mismo fue modificado a partir de informacién de Schuelke (32
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para ajustar las condiciones del fluorocromo M13 (ver figura 4). Cada
mezcla de reaccion contenia en su concentracion final; 200uM de dNTPs,
1.5mM de MgCl2, 100nM de cada oligo, 0.5 U de Taq polimerasa y 25 ng
de ADN. Esta misma reaccién de amplificacién fue utilizada para

microsatélites funcionales.

3.2 Marcadores funcionales: disefio de primers

Hay disponibles en el GenBank mas de 395.000 secuencias de ESTs, de
las cuales 14.486 estan asociadas a estrés hidrico y son utilizados como
perfiles de genes transcriptos. Estas secuencias estan disponibles en el

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) y abaladas por la

SoyBase (http://www.soybase.org).

En este trabajo, fueron seleccionadas 13.486 secuencias de ESTs
filtradas por palabra clave; “drought stress”. Una vez obtenidas las
mismas se realizd el ensamblado de las secuencias a través del software

CAP3 (http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php), el cual genera secuencias

consenso (contigs) y clusters de secuencia Unica (singletons) producto
del solapamiento de ESTs.

El algoritmo de ensamblado tiene tres fases, una primera etapa en la
gue hay un recorte automatico de regiones pobres en solapamiento en
sentido 5’y 37, las cuales son identificadas y eliminadas. Para el calculo
eficiente del algoritmo de programacién dindmica Smith y Waterman
(1981), es restringido a una banda en la diagonal en la matriz de
programacion dindmica (Pearson and Lipman, 1988; Green, 1996). En
una segunda fase las zonas de lectura se han unido para formar contigs
superponiéndose en orden decreciente de puntuacion.

En una tercera etapa, se ha construido un alineamiento multiple de

secuencias y una secuencia consenso con un valor de calidad para cada
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base, el cual es calculado para cada contig. Esto le permite al software
CAP3 tomarse mas tiempo en reconocer errores en la secuencia y
producir con mayor precisidén las secuencias consenso y hacer frente a
errores de montaje debido a repeticiones. (33

Al conjunto de secuencias consenso o contigs obtenidos como resultado
del procesamiento de los EST a través del software CAP3, se les realizd
busqueda de microsatélites como segundo criterio de filtrado. Para ello
se utilizo una pipeline de acceso publico, PBC

(http://hornbill.cspp.latrobe.edu.au/cgi-inpub/ssrprimer/indexssr.pl),

implementada por PBC_ Bionformatics. %

En dicha pipeline se implementan dos algoritmos, uno de busqueda de
motivos SSR (SSRIT) y el segundo para el disefio de primers (Primer3).
(35)

Esta permite fijar los parametros de busqueda de motivos SSR, asi
como para el disefio de primers, siendo requerido tener el archivo de
entrada (input) en formato multifasta. Los parametros utilizados para el
disefio de primers de este trabajo se basé en La Rota et al., 2005 3®) y

Zhang et al., 2005 37) y fueron los siguientes:

Tamano: Min=18 / Opt=20 / Max=25
Primer Tm: Min=50 / Opt=55 / Max=65 / Max Tm Difference: 0
Primer GC%: Min=20 / Opt= nada / Max=80

Primer Max Complementarity: 5

vV V V V VY

Primer Max 3' Complementarity: 3

Como resultado se obtiene una tabla con la informacidon para cada
secuencia de cada SSR encontrado, tipo y largo de repetido, y el primer
correspondiente para la obtencion del microsatélite (ver tablas en

resultados).
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El Blastx fue utilizado para buscar secuencias aminoacidicas, este
algoritmo permite el ingreso de secuencias nucleotidicas, las que son
traducidas en sus 6 marcos de lectura y comparadas contra una base de
datos de proteinas. Fue elegido como estrategia esta alternativa del
algoritmo BLAST, debido a su mayor sensibilidad en comparacion con el
Blastn, debido a que este ultimo utiliza una base de datos de nucleétidos
para buscar la secuencia nucleotidica problema. Con el objetivo de
encontrar de esta manera, cuales de ellas (las secuencias resultantes de
la pipeline PBC), podrian estar vinculadas a proteinas o familias de
proteinas relacionadas a estrés abiodtico.

Como referencia, las funciones de proteinas fueron predichas mediante
Blastx y anotadas en términos asociados a procesos bioldgicos,
componente celular y funcion molecular usando el vocabulario
controlado GeneOntology (GO). Las secuencias contenidas en el set de
secuencias expresadas consenso (unigen) han sido anotadas vy
clasificadas en categorias funcionales definidas de acuerdo a este
vocabulario utilizado para describir caracteristicas de genes y productos
0 procesos derivados en cualquier organismo, GO disponible

publicamente via; http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi.

El Pfam, es una coleccion de proteinas, dominios y familias, cuya
version actual de (Pfam 22.0) contiene 9318 familias de proteinas. Las
comparacion realizadas por le PFAM estan basadas no solo en
UniProtKB, sino también en NCBI GenePept y en las secuencias
seleccionadas de proyectos de meta gendmica. (*® Esto nos servird para
poder discriminar dentro de nuestros candidatos cuales se encuentran
dentro de la misma familia y que criterio tomar al momento de elegir los
candidatos para ser probados experimentalmente. Pfam esta disponible

en la web a través de http:// pfam.sanger.ac.uk /.
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3.3 Marcadores funcionales: DB-ICRISAT

También fueron obtenidos otros marcadores funcionales a partir de DB-

ICRISAT (http://www.icrisat.org/), base de datos en la que estaban

disponibles secuencias EST-SSR reportadas para soja y que fueron
seleccionadas a partir de su anotacién, esta anotacion fue confirmada
via Blast (NCBI) y se eligieron las que tenian relacion con estrés

abidtico. Se detallan a continuacion:

Tabla 3- Caracteristica de microsatélites funcionales obtenidos de DB-ICRISAT.

Nombre Secuencia F (57-3") SecuenciaR (5°- 3") Repetido Anotacion
GCAAACCAAGTGGT | GGTCTTTCTCTGCCT similar to UP| Q93WZ6 (Q93WZ6)
Q93Wz6 (TA)7 Abscisic stress ripening-like
GGCTAT TGTGC . .
protein, partial (61%)
UP| Q43453 (Q43453) G.max
Q43453 TCGAAGCCTTCAGG TATCCCAAGTTTGCC (CTAT)6 ; (ACTC)3 mRNA from stress-induced gene
AGTGTT TCGTC
(H4), complete
homologue to UP|PI27_ARATH
(P93004) Aquaporin PIP2.7
GTTGGTAGGGTTGC GCCGTTTTCATGGTT (Plasma membrane intrinsic
PI27_ARATH TCCTGA CACTT (ceC)a protein 3) (Salt-stress induced
major intrinsis protein), partial
(97%)
Q6xPs8 GTTATGGACCAGAA | TTTGCCTCTCTGTTC (GCTC)3; (ATAAA)3; (hc;) &z?sg)us;z U: tl_.QZXF’Sz
GCCCAT ATTTCAA | rought-induce
(TTTTA)3 protein 1, complete
(ATC)4 ; (GAA)5; (CTT)5;
Q41111 GCTCTGAGGTTGAG TCCTCAGCATGTGCT (TCACT)3; (GAA)5 ; homologue to UP| Q41111
GTCCAG GTTTC (TGA)4 ; (GAT)4 ; (Q41111) Dehydrin, partial (81%)
(AGTGA)3

3.4 Meétodo automatizado (PLAN server)

El navegador personal de Blast o PLAN Server es una plataforma versatil
para ayudar a usuarios a hacer tareas personalizadas de Blast
incluyendo busqueda automatizada de resultados de alto rendimiento
con el filtrado de resultados en linea, manejo de resultados de interés
personal en categorias preferidas, anotacién de secuencias
automatizadas (tales como NCBI, NR y GOntology), etc. PLAN integra,
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por defecto, el Decypher basado en algoritmo Blast, solucién

proporcionada por Active Motif Inc. Se encuentra disponible en:

http://bioinfo.noble.org/plan/ . 9

Los resultados de Blast se visualizan en hojas de calculo y graficos, la
secuencias con la correspondiente anotacidn de posible funcion se
pueden exportar en parte o en su totalidad, en diversos formatos, como
excel o fasta. Ademas, todas las funciones analiticas se presentan a los
usuarios sin necesidad de registro publico.

PLAN, ha demostrado ser una herramienta de automatizacién de alto
rendimiento y muy valiosa para el descubrimiento y manejo de los
resultados de alineamiento de secuencias. Otra de las aplicaciones que
ofrece, es la anotaciéon funcional de las secuencias de consulta y
proporciona una alta gama de opciones para este fin. Ademas, tiene
aplicado el GO, para la clasificacion de funciones, al igual que POntology
y KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), y se estan
estudiando otras formas de aplicacién y exportacién de datos. (39

Dicho algoritmo fue utilizado para el respaldo y validacién de los

resultados obtenidos por el método antes descrito.

3.5 Material vegetal

Se analizaron 7 cultivares de soja
(Glycine max L.): DM4200, NM55R,
NM70R, RA514, RA518, TJS2055 y
TJS2178R (origen de las semillas:
INASE). La principal dificultad fue Ia

obtencién de material verde para la

extraccion de ADN, la germinacién de las
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semillas fue una etapa dificultosa, teniendo que recurrir a formas
alternativas a las estandarizadas en el laboratorio de la Unidad.

Finalmente, las plantas fueron germinadas y crecidas en INASE
mediante el método de rollo y arena, tomado de: La Asociacién
Internacional de Anélisis de Semillas (ISTA) que establece los
procedimientos estandar para la toma de muestras y el analisis de
semillas, a fin de promover la uniformidad en el analisis de las semillas
que son el objetivo del comercio internacional. Una vez obtenido el

material verde, se llevd a cabo la extraccién del ADN gendmico.

3.6 Extraccion y cuantificacion de ADN

El aislamiento de ADN gendmico foliar se hizo de acuerdo a la técnica
propuesta por el protocolo de la FAO/IAEA Interregional Training Course
on Mutant Germoplasm Characterization (International atomic energy
agency, Vienna, 2002) con modificaciones menores.

Se molieron 200 mg de tejido vegetal en mortero con nitrégeno liquido,
colocando el material finamente molido en tubos con 7 ml de buffer de
extraccidon precalentado a 65°C (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM 4&cido
etilendiamintetracético [EDTA]. 0.125% de B-mercaptoetanol agregado
en el momento). Luego de incubar las muestras a 65°C durante 20
minutos con agitacidon suave y periddica, se le agregd 1 volumen de
Cloroformo-isoamilico (24:1) y se mezcld cuidadosamente.
Posteriormente se centrifugaron a 12000 rpm durante 20 minutos. El
sobrenadante fue transferido a otro tubo, donde se precipité el ADN con
0.7 volumenes de isopropanol. Las muestras fueron centrifugadas a
5000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA). Los
precipitados fueron lavados con etanol 70% vy centrifugados a 5000 rpm

durante 5 minutos, luego secados en estufa a 37°C.
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La cantidad y calidad del ADN geondmico obtenido se evalué mediante
geles de agarosa 1%, TBE 0.5X con tincién de bromuro de etidio y
marcador de peso molecular Mass Ruler (1Kb). La concentracion del

ADN gendmico fue ajustada a 100 ng/uL como solucién de trabajo.

3.7 Genotipado

Mediante este método se
detectaran los fragmentos

amplificados (alelos) con marcacion

fluorescente de un conjunto de

marcadores funcionales y
anonimos, utilizando una
plataforma de secuenciacion

automatica (ABI 310).

Antes de ingresar al secuenciador se precipitaron los productos de PCR,
para ello, se agregé 80ul de isopropanol 75%, luego se hace un vortex
corto y se dejan los tubos 15 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugan 20 minutos a 13.000 rpm. Se descarta el sobrenadante y se
agregan 150 ul de isopropanol 75%. Se centrifugan 5 minutos a 13.000
rpm. Se descarta el sobrenadante y se seca el pellet en estufa a 37°C.
Se resuspende el pellet en 15 ul de agua (mili-Q).

Para preparar las muestras para el secuenciador se utilizd informacién
de Schuelke descrita anteriormente, luego son desnaturalizadas 4
minutos a 95°9C en termociclador Eppendorf y se pasan a hielo
inmediatamente.

Los pares de primers seleccionados fueron sintetizados para su
aplicacion experimental. En el extremo 5’ de cada oligonucledtido
“directo” (forward) se adicionaron 18pb (5’- TGTAAAACGACGGCCAGT-
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3’) complementarios al M13 (ver figura 4) a fin de incorporar un
sistema de marcacion fluorescente de los productos amplificados.
Obteniendo ventajas econdmicas adicionales frente al uso de primers

marcados de forma individual.

%m—b Forward primer with M13{-21] tail at the 5-end

B e Reverse primer
=AM
C Universal FAM labeled M13{-21) primer
D Template
5_< DNE_forrrrma] CACHA. (CA),..... CACA ] Terpiate OHA 3
NN

s UIEZZZ27] CACA. . (CA), . CACA RN =
—

F S'W CACA. ... (CA), ... CACA N>

Fig.4- La figura muestra un esquema de amplificacién para una reacciéon de “PCR anidada”. (A-
B) las cajitas a raya indican donde va el primer especifico para el microsatélite; (C) la colita gris
ondulada es la secuencia universal M13 (-21) y la etiqueta FAM fluorescente; (D) en los primeros
ciclos de PCR, el primer forward con el M13 (-21) es incorporado en los productos de PCR; (E)
estos productos son entonces el objetivo para el FAM, el cual es incorporado durante ciclos
subsecuentes a una temperatura “annealing” de 53°C; (F) el producto final puede ser analizado
en un sistema de deteccion laser. Tomado de Schuelke, 2000.

Para cada par de primers se ajustaron las condiciones de reaccion de
PCR y de corrida en el secuenciador automatico ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (PE Applied Biosystem, Foster City, CA) donde los productos
amplificados son separados mediante electroforesis en capilar usando el
moédulo FAM-JOE-TAMRA. Para ello, 0.5 ul del producto amplificado
fueron mezclados con 11.6 ul de Hi-DiTMformamide (PE Applied
Biosystem, Foster City, CA) y 0.4 pl de marcador de peso molecular de
ADN marcado con ROX (GeneScan®-500 [ROX] ™) (PE Applied
Biosystem, Foster City, CA).
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El analisis primario de los datos obtenidos se realiza con el programa
GeneScan®, donde los productos de amplificacién correspondientes a
cada microsatélites son observados como picos de emision del
fluorocromo utilizado en el correspondiente electroferograma. Estos
picos fueron analizados mediante el programa Genotyper® v 3.7 a
efectos de establecer el tamano de los alelos para cada SSR analizado
en diferentes variedades. Mediante esta recoleccion de informacion
(tamafio de los picos) sera posible generar los archivos para el posterior

analisis de datos.

3.8 Analisis de datos

Fue analizada la heterocigosidad esperada o PIC (contenido de
informacion polimérfica) para marcadores andénimos y funcionales

mediante el software Cervus 3.0.3. © Copyright Tristan Marshall 1998-2007.

Este indice se define como:
PIC = 1- 3p;?

Siendo p; la frecuencia del alelo i-ésimo.

El PIC es una medida de la diversidad genética y provee una estimacién
del poder discriminatorio de cada locus, teniendo en cuenta el nimero
de alelos y sus frecuencias relativas en cada poblacion.

Su valor varia de 0 (monombdrfico) a 1 (altamente polimoérfico con
muchos alelos con frecuencias semejantes). El valor promedio de PIC
para el total de loci representa la diversidad genética total (Ht), es decir,
la diversidad dentro de cada poblacion (Hs) mas la diversidad entre

poblaciones (Dst). (4%
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Ver matriz de tamafos alélicas para el analisis en anexo 1.

Como segundo paso; se realizé un analisis de discriminante; a partir
de los tamafios alélicos obtenidos (para marcadores anoénimos y
funcionales), se generd una matriz de datos accesion x marcador,
donde los datos fueron codificados como ceros (ausencia) 6 unos
(presencia) para cada uno de los alelos identificados en los
electroferogramas. (Ver matriz de 0 y 1 en anexo 2)

El algoritmo utilizado corresponde al tipo de analisis discriminante no
paramétrico (K -nearest neighbor, k - NN) incluido dentro del
procedimiento DISCRIM implementado en SAS/STAT® software 9.1)
[SAS Institute, 2002-2003], utilizando una combinacion de variables
como predictores de la clase a la que pertenece cada observacion (en
este caso las variables predictivas son los marcadores moleculares
analizados).

El algoritmo k-nearest neighbor clasifica cada observacién del conjunto
en estudio (sobre las que se quiere tener una prediccién), en base al
conjunto de referencia definido (aquellas observaciones para las que se
conoce su clase) de acuerdo a los siguientes criterios: 1) encuentra los
k vecinos mas cercanos (K=1 en este caso) dentro de las observaciones
del conjunto de referencia, y 2) predice la clase segun la del vecino mas
cercano (si K>1, utiliza la clase mas frecuente), por ejemplo, elige la
clase que es mas comun entre los k - vecinos més cercanos. (41

Para realizar las predicciones en clases se definié el vecindario por la
distancia desde x a los kth puntos mas cercanos del conjunto de
referencia; luego se estima la probabilidad de que pertenezcan a la clase
j, por la proporcién de los puntos de referencia que pertenecen a dicha

clase entre los k mas cercanos a x.

33



3.9 Actuadlizacion de informacion

En dltima instancia; en Enero del 2006, el Departamento de Energia de
Estados Unidos (DOE) y el Departamento de agricultura de Estados
Unidos (USDA) anunciaron un acuerdo para coordinar el secuenciado de
plantas y genomas microbianos. El primer genoma a ser secuenciado
bajo este acuerdo seria el de soja (Glycine max) en coordinaciéon con el
DOE Joint Genome Institute (JGI) quien suministro la secuencia y el
analisis del genoma y el USDA quien proporcionaria los recursos
genémicos y la interaccién con la comunidad de mejoradores de soja.(4?
En Diciembre del 2008 fue publicado en Biology & Nature que habia
finalizado la secuenciacidon del primer borrador del genoma de soja, por
parte del DOE-JGI y que estaria disponible a la comunidad de
investigacién para renovar las estrategias de investigacién en relacién a
este cultivo tan valioso internacionalmente; este estaria disponible a

través de: http://www.phytozome.net/soybean. (4%

Teniendo en cuenta esto Ultimo y debido al reciente evento de la
completa secuenciacion del genoma de soja se realizdé la actualizacion
de la informacion, que consistié en localizar todas las secuencias de
marcadores andonimos y funcionales utilizadas en este trabajo, en la web
donde esta disponible toda la informacién de secuencias de Glycine max.

Para ello fue utilizada la web: www.phytozome.net, para detallar la

ubicacién de los marcadores moleculares funcionales en el genoma de

soja. (Detalles de secuencias en anexos 3,4y 5)
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4 RESULTADOS

4.1 Marcadores funcionales: disefio de primers

Como resultado del ensamblado utilizado CAP3 se obtuvieron 3882
contigs y 1766 singletons. Los contigs (secuencias consenso) fueron
sometidos a estudios posteriores para elegir entre ellos los posibles
genes candidatos a estar relacionados con estrés abidtico.

Luego del analisis realizado a través de la pipeline PBC, con parametros
fijados como se detallo en metodologia, se obtuvieron 570 contigs los
que contenian SSR y el juego de primer correspondiente. Para algunos
contigs se encontré mas de un tipo de repetido, para los cuales también
se disefo un primer especifico.

Para estas 570 secuencias se realizé una anotacidn o asignacion de
funciones utilizando como estrategia la trasferencia horizontal de
informacion con la utilizacién del programa BLASTX.

A partir de este procesamiento realizado manualmente se
obtuvieron 44 secuencias que fueron encontradas y anotadas como
mejores candidatos, (se detallan en anexo 6) tomando en cuenta la
siguiente informacion: e-value, % de identidad con A. thaliana (planta
dicotiledonea de la familia de las Brassicaceae, modelo completamente
secuenciada) y GOprocess, siendo este ultimo el que se vinculaba mejor
a factores de estrés abidtico, en nuestro interés particular, estrés
hidrico. A partir de una base de datos de familias de proteinas (Pfam)
fue posible definir para cada candidato una familia o dominio al que
pertenecia.

De estos 44 candidatos, los cuales estan todos relacionados a respuesta
a estrés abiotico, ya sea por respuestas universales (USP), respuesta al

frio, al calor, a estrés por salinidad, a estrés oxidativo, respuesta a
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congelamiento, a estimulos por ABA (acido abscisico), etc. fueron

elegidos 6 marcadores para ser probados experimentalmente. Para su

eleccidn se tuvo en cuenta también, caracteristicas de los primers, largo

de repetido, ademas de la anotacion vinculada a estrés abidtico.

A continuacion se detallan las caracteristicas de los 6 contigs candidatos

seleccionados que fueron probados experimentalmente:

Tabla 4- Muestra el nimero de acceso al NCBI, el contig correspondiente a cada secuencia y el
tipo de repetido para cada una de ellas.

Numero de acceso Nombre
del NCBI asignado
ABQ81887.1 Laul
NP188945.1 Lau2
NP200414.1 Lau4
NP568755.1 Lau5
NP177745.1 Lau6
NP189283.1 Lau7

Sequence
ID

Contig75

Contig951
Contig2193
Contig2595
Contig2764
Contig3215

Repeat Type
trinucleotide

dinucleotide
tetranucleotide

dinucleotide

trinucleotide
tetranucleotide

Repeat

AGAAGAAGAAGAAGGAGAA
GAAGAAGAAG
ATATATATATATATATATATA
GAACGAACGAACGA
TCTCTCTCTCTC
TGATGATGATGAT
AGCAAGCAAGCAA

Tabla 5- Aqui se observa el juego de primer disefado para cada contig con su correspondiente

TM= temperatura de melting.

Left Sequence
AAAGTCAAGGACAAGATCCA
CACCAGACACATTCAAGCTA
CTCTTGTCCGTCAAACTCTC
GCAACCTAAATCAGAGAGGA
TCCTTAATCTTGTCGAGGAA
ATTATCCCAAGATCACCCTT

Right Sequence
TTAATCACTGTCACTGCTGC
GGGCCTAATACAATGTTCAA

CGCCCTAAACGACTCTATC
TCATCATCAGTTTCAAGCAG

AAGTGAGGAGGAAGGAGAAG

ATGTAAACCCTGCTGTCACT

Left TM
54.727
54.745
54.965
54.573
55.016
55.013

Right TM

54.91
55.183
55.064
54.792
55.157
54.706

Tabla 6- Resultados del vocabulario controlado GeneOntology (GOs) para cada secuencia y su

e-value correspondiente.

GO process

1)Response to abscisic acid stimulus

2)Water deprivation

3)response to heat, to water deprivation

4)response to cold

5)early responseto dehydration 14
6)response to salt stress,aquoporin expression

to environmental stress

e-value

KS-type dehydrin SLTI629) G. max 2,8E-2
IAAT7- auxin resistent 2-transcription factor | 3,00E-82
HSP81-2 9,00E-108
AP2 domain-containing transcriptionfactor | 1,00E-16
ERD14 1,00E-08
GAMMA TIP2 4,00E-95
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Tabla 7- Respaldo por Pfam, se muestran los dominios o familias a los que corresponde cada
contig candidato y su correspondiente e-value.

Pf am e-value

CDD|84648 pfam00257, Dehydrin, Dehydrin.. 42 4e-05
gnl|CDD|66035 pfam02309, AUX_IAA, AUX/IAAfamily. Transcription .. | 216 2e-57
gnl|CDD|84591 pfam00183, HSP90, Hsp90 protein.. 38 6e-04
gnl|CDD|85066 pfam00847, AP2, AP2 domain. This 60 amino acid res... | 68 8e-13
Gnl|CDD|84648 pfam00257, Dehydrin, Dehydrin.. 42 3e-05
gnl|CDD|84627 pfam00230, MIP, Major intrinsic protein. MIP(Majo... 116 le-27

4.2 Meétodo automatizado: PLAN

Como ya se explico antes, el PLAN Server fue utilizado para respaldar
las secuencias que fueron anotadas y procesadas en forma “manual”. En
el PLAN fueron introducidos aquellos contigs que contenian
microsatélites y que fueron obtenidos a través del programa de

ensamblado CAP3, con un total de 570 secuencias.

Mediante el proceso manual de anotacién, estas secuencias dieron como
resultado a los 6 loci candidatos funcionales asociados a estrés hidrico
yvya nombrados en la tabla 4 vy que fueron evaluados
experimentalmente; con el método automatizado se obtuvieron los

siguientes resultados de respaldo para las secuencias escogidas:

Tabla 8- Muestra los resultados obtenidos por el método automatizado PLAN Server para los 6
marcadores moleculares funcionales elegidos a ser probados experimentalmente. Se detalla el
Contig y la descripcion proveniente del GOntology.

Laul Contig75 No hits found

Lau2 Contig951 IAA4/5: Auxin-induced protein IAA4-Pisum sativum
Lau4d Contig2193 hsp90: heat shock protein Hsp90-response to stress

Lau5 Contig2595 No hits found
Lau6 Contig2764 No hits found

Lau7 Contig3215 Water transport- water channel activity
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Mediante la utilizacion del método automatizado se obtuvieron otras
descripciones no obtenidas por el método manual. Un ejemplo
interesante a destacar es la anotacién encontrada para el contig 1648,
la cual corresponde con una MAPKK kinasa, la cual interviene en la
cascada de respuesta a estrés en las plantas; para los contigs 3353,
3603 y 807 tenian anotacién vinculada a la familia de proteinas USP
(universal stress protein) lo cual puede ser referida a plantas o

bacterias.

4.3 Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccién de ADN se realizé a partir de material verde de los 7
genotipos en estudio, mediante el protocolo de extraccidn antes
descripto (FAO/IAEA). La cuantificacion del ADN extraido se realizd
mediante geles de agarosa 1% con tincidon de bromuro de etidio. La

concentracion final del ADN gendmico fue ajustada a 100 ng/pl.
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Fig.5- Gel de agarosa 1%, cuantificacion de ADN gendmico. Marcador de peso molecular: Mass
Ruler de 1 Kb.
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4.4 Amplificacion de los microsatélites

La informacidn molecular que permitird identificar cada uno de los
genotipos en estudio se obtuvo mediante la amplificacion de los
microsatélites seleccionados (funcionales y anoénimos) como fue
detallado anteriormente. EL ajuste de la reaccion de PCR para soja se
realizd a partir de las condiciones utilizadas por Roa et al. (2005),
generando las modificaciones necesarias para la obtencion de productos
especificos para cada uno de los loci evaluados, tomando en cuenta la
variante incluida para el marcado con fluorescencia (primer universal
M13). En este caso fue posible llevar a cabo la reaccién de PCR anidada

y obtener productos especificos (Tabla 9).

Tabla 9- Reaccion de PCR utilizada para amplificar microsatélites en soja.

REACCION AJUSTADA SEGUN ROA ET AL.(2005)

MIX CICLADO (ROA ET AL. 2005 + SCHUELKE ET AL.2000)
ul /TUBO
H20 7,58 | 942C_3 min
BUFFER (10X) 1,5 94°C_30 seg
MGCL2 (50 MM) 0,33 | 542C_1 min 35 CICLOS
DNTPS (10MM) 0,22 | 729C_2 min
M13 (10 NM) 0,11
REVERSE (10NM) 0,11 | 94°C_30 seg
FORWARD+M13 (10NM) | 0,05 | 532C_45 seg 8 CICLOS (M13)
TAQ (5U) 0,1 72°C_45 seg
ADN 1 72°C_2 min
VOLUMEN FINAL 11
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Fig.6- Gel agarosa 2% con tincion de bromuro de etidio para la separacion de productos de PCR.
Juego de primers: Q6XPS8, marcador molecular funcional de base de datos ICRISAT. Se
utilizaron los 4 genotipos de soja antes mencionados. Marcador Gen Ruler: 100pb.

Fig.7- Gel agarosa 2% con tincidon de bromuro de etidio para la separacion de productos de PCR.
Juego de primers: LAU1 (izq. Del marcador) y LAU2 (derecha del marcador) marcadores
moleculares funcionales que fueron disefados. Se utilizaron los 6 genotipos de soja antes
mencionados. Marcador Gen Ruler: 100pb.

Fig.8- Gel agarosa 2% con tincién de bromuro de etidio para la separacion de productos de PCR.
Juego de primers: LAU4 (primeros 4 posillos) y LAU5, marcadores moleculares funcionales que
fueron disefiados. Se utilizaron los 4 genotipos de soja antes mencionados. Marcador Gen Ruler:

100pb.

e *“""
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Fig.9- Gel agarosa 2% con tincién de bromuro de etidio para la separacién de productos de PCR.
Juego de primers: Anénimos (satt), marcadores moleculares obtenidos de bibliografia con los
genotipos ya mencionados. Marcador Gen Ruler: 100pb.
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4.5 Deteccion de los microsatélites

A partir de los resultados visualizados en los geles de agarosa (teniendo
en cuenta la especificidad de los productos) se establecieron los
parametros de corrida en el secuenciador automatico ABI PRISM 310
Genetic Analyzer. Los parametros de corrida fueron los siguientes:
tiempo de inyeccion 5”, voltaje de la electroforesis 15 kv, tiempo de
corrida 25 minutos (dependiendo del tamafo alélico) y temperatura de
corrida 60°C. Para cada SSR obtenido, el tamano de los alelos fue
determinado con el programa Genotyper® v 3.7.

En caso de existir diferentes perfiles en los picos identificados en un
electroferograma se realizaron correcciones manuales en los valores que
el software utiliza por defecto en comparacion con estandares de peso
molecular, a efectos de eliminar posibles errores en la determinacién
automatica de los tamafios.

Luego de evaluados los resultados fueron descartados aquellos que
superaban los 500 pb por una cuestién de resolucion, por este motivo
fueron descartados 3 marcadores funcionales (LAU4, Q93WZ6 vy
Q41111). Si estos marcadores fueran imprescindibles se deberia buscar
una alternativa para la resolucion de estos fragmentos, como por
ejemplo el uso de geles de poliacrilamida y el genotipado de los mismos
que de todas formas podrian dar problemas por la complejidad de

dichos microsatélites.
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En las tablas que se muestran a continuacidén se detallan los tamafios

alélicos para los marcadores utilizados:

Tabla 10- Tamafio de los alelos en pares de bases determinados a través del programa
Genotyper para marcadores andnimos y su genotipo correspondiente.

satt_173 | satt_175 | satt_42 | satt_577 | satt_177 | satt_231 | satt_226 | satt_324 | satt_534 | satt_70

Cultivar (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb)
DM4200 213 190 140 133 133 232 337 245 270 193
NM55R 213 181 140 136 125 259 343 242 270 163
NM70R 213 181 140 136 125 232 355 254 264 163
RA514 213 205 140 136 125 232 343 242 273 163
RA518 213 181/190 140 136 125 235 337/355 242 273 190
TJS2055 213 181 140 133 125 232 343 245 246 163
TJS2178R 222 190 140 127/130 125/133 232 343 245 273 163

Tabla 11- Tamafio de los alelos en pares de bases determinados a través del programa

Genotyper para marcadores funcionales y su genotipo correspondiente.
LAU_1 | LAU_2 | LAU 5 |LAU_6 | LAU_7 | Q43453 | PI27_ARATH | Q6XPS8
CULTIVAR (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb)
DM4200 140 135 369 176/218 374 285/289 326/329 405
NM55R 140 135 369 176/218 374 285/289 325/328 405
NM70R 140 135 369 176/218 374 285/289 325/328 405
RA514 139/142 135 319/369 | 176/218 | 374/398 | 285/289 325/328 405
RA518 139/142 135 319/369 | 176/218 | 374/398 | 285/289 325/328 405
TJS2055 | 139/142 135 319/369 | 176/218 | 374/398 285 325/328 405
TJS2178R | 139/142 | 135/141 | 319/369 | 176/218 | 374/398 | 285/289 325/328 405

En las imagenes siguientes se muestran algunos electroferogramas
obtenidos, para marcadores andénimos; funcionales disefiados
manualmente y funcionales de bases de datos (ICRISAT). En la escala
superior (horizontal) se sefala el tamafio de los alelos en pares de bases
(pb) y la escala vertical que se situa en la derecha indica la escala de
emision de fluorescencia presente, se considera que si la sefal se

encuentra entre 1000 y 5000 es un indicador confiable.
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Fig.10- Electroferograma ABI software Genotyper para marcador anénimo satt_231.

T T T T T T T T T T T T T T T T T
215 230 36 I I3 290 245 80 15 280 365 270 IF5 380 385 190 395

13 Blue 53324

400
[300
200
E 100
- S

14 Blue 54334

[- 1500
(1000
500

16 Blue  56-324

(1000
500

16 Blue  56-324

1500

1000

f-400

17 Blue  57.334

(1000
f-400

Fig.11- Electroferograma ABI software Genotyper para marcador anénimo satt_324.
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Fig.12- Electroferograma ABI software Genotyper para marcador funcional LAU 2.
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Fig.13- Electroferograma ABI software Genotyper para marcador funcional LAU 6.
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Fig.14- Electroferograma ABI software Genotyper para marcador funcional Q6XPS8 (ICRISAT).
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Fig.15- Electroferograma ABI software Genotyper para marcador funcional P127_ARATH
(ICRISAT).
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4.6 Anadlisis de datos: PIC

El analisis de PIC para marcadores andénimos y funcionales realizado
mediante el Cervus 3.0.3., el mismo que ya fue descrito anteriormente,
fue utilizado para medir el nivel de polimorfismo entre variedades,
valores de 0 fueron tomados como monomorficos y valores cercanos a 1
seran para aquellos alelos altamente polimérficos. A continuacion se

detallan los mismos.

Tabla 12- Resultado obtenido del andlisis de PIC (contenido de informacion polimodrfica),
heterocigosidad observada y heterocigosidad esperada para todos los marcadores seleccionados
mediante la aplicacién de software Cervus 3.0.3. y para los 7 genotipos utilizados (N);
k=variantes alélicas.

Locus k | N | HObs. H Esp. PIC

Sattl73 2 | 7 | 0.000 0.264 0.215
Sattl75 3] 7 |0143 0.648 0.523
Satt42 1| 7 | 0.000 0.000 0.000
Satt577 4| 7 | 0.143 0.626 0.520
Satt177 2| 7 |0.143 0.363 0.280
Satt231 3| 7 | 0.000 0.484 0.406
Satt226 3| 7 |0.143 0.626 0.517
Satt324 3| 7 | 0.000 0.659 0.530
Satt534 4| 7 | 0.000 0.747 0.641
Satt70 3| 7 | 0.000 0.484 0.406
Laul 3|7 |0571 0.703 0.580
Lau2 2| 7 ]0.143 0.143 0.124
Lau5 2| 7 |0571 0.440 0.325
Lau6 2 | 7 | 1.000 0.538 0.375
Lau7 2|7 |0571 0.440 0.325
pP127 4| 7 | 1.000 0.670 0.547
Q6XPS8 1| 7 | 0.000 0.000 0.000
Q43453 2| 7 |0.857 0.527 0.370

La Ho es el numero relativo de individuos heterocigotos para cada locus
gue se encuentra en la poblacion estudiada y la He es la frecuencia
relativa que se deberia observar luego de apareamientos panmicticos
con las mismas frecuencias génicas observadas en la poblacién. (43}

Estos dos ultimos parametros son una funcion de la proporcion de loci
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polimérficos, el nUmero de alelos por locus polimérfico, y las frecuencias

alélicas. 44

El valor de PIC varié entre 0.0 y 0.641, con un PIC promedio de 0.3714.
El andlisis se hizo para 7 genotipos diferentes, con un total de 18 alelos
y un numero promedio de alelos por locus de 2.56.

La heterocigosidad esperada (He) promedio fue de 0.4646, mientras que
la heterocigosidad observada (Ho) se encuentra por debajo de la
esperada para la mayoria de los casos. En especies autdgamas como
soja que se reproducen por autofecundacién y donde el grado de
alogamia es muy bajo la variacién genética se distribuye en un gran
numero de genotipos homocigoticos y un solo ciclo de seleccién para un

caracter especifico agotara la libre variabilidad genética de la poblacion.

4.7 Andlisis de datos: andlisis discriminante entre variedades

La obtencion de una matriz de identificacion varietal (ver matriz en
anexo 2) requiere la comparacion de diversas muestras de referencia y
el ajuste de un procedimiento de analisis discriminante basado en
informacion de los marcadores anénimos y funcionales para poder
diferenciar entre los 7 cultivares de soja. Para dicho analisis fue utilizado
el método K-NN (K nearest neighbor), implementado dentro del
procedimiento DISCRIM de SAS/ STAT® 9.1 [SAS Institute 2002-
2003].

Para la construccién del modelo de clasificacién, una base de datos con
informacidon de microsatélites analizados para un grupo de muestras es
tratada como un conjunto de entrenamiento para ajustar un modelo de
clasificacion basado en el algoritmo K-NN. Cada observacion incluida en

el conjunto de entrenamiento tiene informacion sobre el mismo conjunto
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de variables y estd asociada a una clase (identidad varietal en este
caso). (49

En este andlisis fueron considerados la totalidad de los datos
moleculares obtenidos para cada uno de los genotipos estudiados. Los
tamanos alélicos hallados para cada loci estudiado fueron tomados como
variables y los 7 genotipos como atributos para componer el conjunto de
entrenamiento, con el cual fue ajustado el método de calificacion antes
mencionado.

A efectos de optimizar la clasificacion desde el punto de vista de la
identificacion de las variedades se selecciond un subconjunto de
variables. La eleccion de las variables se realizd mediante el
procedimiento SAS PROC STEPDISC®, el cual categoriza las variables
segun el grado de contribucién a la clasificacion. Este, asigna valores
para el estadistico F segun el grado de informacion aportado por la
variable en cuanto a discriminar entre las clases predefinidas, es decir
que selecciona aquellas variables que maximizan las diferencias entre
las observaciones presentes en la poblacion en estudio. El método
usado dentro del sistema SAS (proc stepdisc) para calcular el valor F
para las n variables seleccionadas se denomina “forward” (paso hacia
delante), donde la variable de mayor valor F es seleccionada en cada
iteracion.

Una vez incorporada una nueva variable al modelo, el valor F es
recalculado dentro del resto de las variables -esta vez sin la variable
seleccionada anteriormente- quedando seleccionada de igual forma la
segunda, repitiendo el procedimiento en sucesivas iteraciones hasta
incorporar un total de n variables que contribuyan mayormente a la
clasificacién; de esta forma se genera un subgrupo de variables que

maximizan la discriminacion entre clases a la poblacion.
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El algoritmo K-NN fue corrido nuevamente, utilizando esta vez al
subgrupo de variables seleccionado por SAS PROC STEPDISC,
obteniendo los nuevos porcentajes de clasificacién para cada una de las
observaciones, basados en el conjunto de variables (marcadores)
seleccionadas. Teniendo en cuenta la descripcion anterior; los resultados

del analisis de discriminante se detallen en el anexo 8.

Los cuadros de dicha seccion (anexo 8) se asignan con a y b debido a
que se encuentran de a pares, son el resultado del analisis llevado a
cabo y el resumen de dicho resultado. Los cuadros 1a y 1b son el
resultado del analisis SAS Proc stepdisc para los marcadores anénimos,
los mas discriminantes fueron: Satt 231-259, Satt 173-213, Satt 534-
246, Satt 231-235, Satt 175-205, Satt 534-270.

Los cuadros 2a y 2b presentan los resultados del estudio de
clasificacion para los datos calibrados, como resumen del método de
resustitucién usando el algoritmo K-NN.

Para el analisis discriminante con todas las variables, el resultado fue el
“overfitting”, un error que se produce cuando hace falta el ajuste del
algoritmo utilizado en cuanto a su capacidad predictiva al ser aplicado a
nuevas variables no incluidas en el conjunto de entrenamiento; se le
llama “sobre ajuste” o “overfitting” y afecta a los algoritmos cuando el
numero de variables predictivas utilizadas es demasiado grande con
respecto al tamafo de la poblacién en estudio. Para evitar este
problema se deben utilizar técnicas adicionales para seleccionar un
numero menor de variables de alto valor discriminante, a efectos de
mejorar la capacidad del modelo ajustado para ser generalizable a

futuros casos de uso. (46)
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El paso siguiente fue el de ampliar el set de datos para poder hacer
correr el programa vy evitar los errores, este “clonado”, consiste
simplemente en copiar los datos por duplicado o triplicado para

aumentar dicho set y tener un resultado mas confiable.

Los cuadros 3a y 3b son el resultado del analisis SAS Proc stepdisc para
los funcionales, donde los mas discriminantes fueron: Laul-139, Lau2-
141, P127-325, Q53-289.

En los cuadros 4a y 4b se observan los resultados obtenidos a partir del
analisis discriminante para funcionales, en el cual se observa el 57% de
error.

Por ultimo, en los cuadros 5a y 5b también se muestra el error del 57%
y ademas se muestra el error de un 100% para las cuatro variedades en
las que se equivocd (NM55R, NM70R, RA514 y RA518) de un total de 7.
La diferencia con el par anterior es que el Ultimo es la validacién cruzada
por vecino mas cercano. Del uso combinado de marcadores anénimos vy
funcionales se obtuvo que los mas discriminantes son los marcadores

andnimos.
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4.8 Actualizacion de secuencias anotadas

La localizacion de secuencias para los marcadores moleculares
funcionales (Lau 1, 2, 5, 6 y 7) fue realizada mediante la web:
www.phytozome.net/soybean (figura 20) en la cual se pueden
ubicar los marcadores moleculares en el genoma de soja y permite asi
tener una nocion de que es lo que esta amplificando ese marcador, este
primer borrador de la secuenciacion completa de Glycine max fue
obtenida en el 2008 por el Departamento de energia estadounidense en

conjunto con el JGI (Joint Genome Institute).

ClIG
AN Center for Integrative Genomics

o Y s ) (e ) o [ o

phytozofme

Glycine max (Soybean) Vinis vitefera

{ Browse BLAST Download Populus trichocarpa
I_.dl (enome Genome dh Rosid Medicago trunculata

About the genome: " Arabidopsis thaliana
< Overview —EArabidopsis lyrata
o Statistics Carica papaya
< Exploring Soybean Embryophyte _|: Sorghum bicolor
 FAQ Grass Zea mays
= How was the genome sequenced and assembled? Viridipiantae| _: Brachypodium distachyon
= How do I find my favorite genes? Oryza sativa

Selaginella moellendorffii
Physcomitrella patens
Chlamydomonas reinhardtii

= How do | work with the soybean Gbrowse browser?
= How did you get the gene set for soybean?

o What can | do with the soybean dataset?

o What are the publication plans?

Fig.20- Imagen de la portada de www.phytozome.net/soybean.

Para el caso de Laul; el primer forward de este marcador coincidio
exactamente en la regidn codificante (CDS) para una dehidrina, proteina
que se expresa en las plantas en situaciones de estrés hidrico. La regién
se puede observar pintada en amarillo entre dos secuencias cortas de
5°-UTR de 60 y 28 pares de bases respectivamente. Haber detectado la

secuencia codificante es un paso muy importante en la anotacion
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funcional de este marcador, candidato asociado con un gen

posiblemente vinculado con respuesta a estrés abiotico.

Para el caso de Lau2; el primer reverse coincidié justo sobre una regién
3°-UTR de 375 pares de bases, la anotacion de este marcador
corresponde con un factor de transcripcién. Para Lau5; el marcador
molecular funcional corresponde a un factor de transcripcion (AP
domain) que esta vinculado a temperaturas extremas. El primer forward
se ubico sobre una region 3 -UTR de 973 pares de bases. Por ultimo,
para los marcadores moleculares funcionales, Lau6 y LauZ7; los cuales
se corresponden a una dehidrina y a un factor de transcripcion
respectivamente, ambos primers reverse se ubican en regiones
codificantes del genoma de soja. Los detalles de las secuencias se

pueden ver en el anexo 3 para cada uno de los marcadores.

4.9 Actualizacion de marcadores funcionales DB-ICRISAT

Por el mismo procedimiento anterior fue realizada la localizacién de los
marcadores funcionales obtenidos de la base de datos del I-CRISAT, el

detalle de las secuencias se puede observar en el anexo 4.

A grandes rasgos se puede ver que los tres marcadores, los cuales
corresponden a un ARNm de un gen inducido por estrés, una acuaporina
y un gen inducido bajo estrés por sequia respectivamente, caen en

regiones codificantes del genoma de soja.

4.10 Actualizacion de marcadores anénimos (satt)

Para el caso de los marcadores andénimos fue tomado en cuenta la

ubicacion de estos en el genoma de soja, esto tiene que ver con que
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estos marcadores no estaban previamente relacionados con ninguna
caracteristica fenotipica, pero mediante la utilizacién del blast de estos
primers en la base de datos del phytozome se pudo observar que de
los 10 marcadores, solamente 2 de ellos no tenian ningun tipo de
anotacion funcional (satt 42 y satt 226), el resto, sorprendentemente
se encuentran ubicados en regiones codificantes del genoma de soja,
dentro de un gen o muy cerca de genes con alguna funcidon especifica
para los que pudiera estudiarse a futuro su posible vinculacién con la
respuesta a estrés u otra funcién adaptativa conocida. Teniendo en
cuenta esto; en un futuro pueden servir para ser utilizados como
marcadores funcionales y posibles descriptores de variedades vinculados
a alguna caracteristica de interés particular, esto sera discutido mas
adelante. En mas detalle, se puede decir que el satt 173 se encuentra
muy cerca de una pectinesterasa (enzima responsable de la dimetilacién
de residuos galacturonil en pectinas y juega un rol importante en el
metabolismo de la pared celular). El satt 175, se encuentra cerca de
una metiltransferasa. Trabajos de Vernon y Bohnert muestran que
mecanismos inducidos en plantas por estrés osmético y salinidad
revelan la presencia de esta enzima, la metiltransferasa, que cataliza el
primer paso en la biosintesis de alcohol pinitol de azucar ciclico, este
alcohol es muy abundante en plantas bajo estrés salino vy

osmotolerancia. (46-1)

Para el caso del satt 577, este se encuentra muy préoximo a una HSP40
(heat shock protein) y a una proteina transmembrana rica en leucina. El
satt 177, se encuentra muy préximo a una proteina de la superfamilia
ascorbato oxidasa y de una proteina de la familia NPH3 (familias de
genes relacionados a respuestas fototrdpicas). El satt 231 muy préximo
a una ribonucleasa III, mientras que el satt 324 se encuentra dentro de

un gen con actividad de oxidoreductasa, CueO-multicopper oxidase (es

52



parte del operdn de la regulacion de cobre en E.coli y se expresa bajo
condiciones de estrés por cobre, teniendo actividades oxidoreductasa).
El satt 534 se encuentra muy proximo a un factor de transcripcién
(WRKY) y por ultimo; el satt 70 se encuentra dentro de un gen que se
corresponde con una proteina de transporte de membrana. Los detalles

de secuencia se visualizan en el anexo 5.
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5 DISCUSION

5.1 Diseino de marcadores

Los ESTs son un producto de un tipo de secuenciacion masiva aplicable
en numerosos organismos, lo que ha permitido generar millones de
secuencias relativamente cortas -pasada simple de secuenciacidn-
integradas y explorables en bases de datos establecidas ad hoc (dbEST).
Una vasta estrategia computacional ha sido desarrollada para organizar
y analizar a pequena y gran escala datos de ESTs para el
descubrimiento de genes, transcriptos y analisis de SSR asi como la
anotacion funcional de genes hipotéticos. (47)

Hay varios pasos a seguir para llevar a cabo el correcto analisis de
grandes cantidades de ESTs. En nuestro caso fueron utilizadas las
herramientas ya descriptas y ahora seran discutidos los resultados

obtenidos y los posibles cuellos de botellas de ESTs.

Errores asociados con el procesamiento de ESTs:

Su alta posesividad los hace mas susceptibles a errores. Vectores y
secuencias repetidas raramente son suprimidas durante el pre
procesamiento de ESTs, generalmente la calidad de lectura de bases en
una secuencia individual de EST es pobre inicialmente (20% o 50-
100pb), mejora gradualmente y disminuye otra vez hacia el final de la
secuencia. (47

La calidad de secuencia es significativamente mejor en el medio (“highly
informative length” = largo sumamente informativo). Pero la sobre-
representacion y la sub-representacién de transcriptos seleccionados
son problemas inherentes con datos de ESTs debido a la variabilidad de

protocolos usados en su generacion.
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Los artefactos del secuenciado, bases repetidas (especificamente Gy T)
y la baja calidad de secuencia, son los mas frecuentes errores
observados en ESTs. Esto puede deberse a una posible contaminacion
por vectores, adaptadores y secuencias quiméricas, como también de
fragmentos de ADN gendmico. (47)

Andlisis de ESTs:

Las secuencias de ESTs extraidas de bases de datos son pre-procesados
y ofrecen ESTs uUnicamente de alta calidad, habiendo sido filtradas y
eliminadas las secuencias repetidas, contaminantes y secuencias
complejas. Consiguientemente los ESTs de alta calidad son agrupados
dentro de “clusters o conglomerados” basado en la similaridad de
secuencias.

La secuencia consenso de maxima informacién es generada por el
ensamblado de estos clusters, cada uno de los cuales puede representar
un gen hipotético. Este paso sirve para elongar la secuencia, para elegir
la informacién de varias secuencias cortas de ESTs simultaneamente.
(47)

La buUsqueda de similaridad en bases de datos son realizadas
subsecuentemente contra bases de datos de ADN vy la posible
funcionalidad es asignada para cada “query” (término de busqueda)
correspondiente a una secuencia si se encontrd una similaridad
significativa. Adicionalmente la secuencia consenso puede ser traducida
a un péptido hipotético y entonces comparada contra una base de datos
de proteinas. La anotacién funcional de proteinas incluye analisis de
dominios y motivos. (47

Conglomerado y ensamblado de ESTs:

La formacién de cluster de ESTs tiene como objetivo seleccionar el
traspaso de ESTs de un mismo transcripto a un solo gen dentro de un

unico cluster al disminuir la redundancia.
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El cluster de ESTs es un dato fragmentado, el cual puede ser
consolidado usando la informacidon de secuencia del gen, de tal forma
que todo lo expresado surgido de un solo gen, es agrupado en una sola
clase indexada y cada clase contiene informacién para solo ese gen

particular. (47)

Hay dos enfoques para llevar a cabo la formacion de clusters de ESTs;
uno “riguroso” y uno “relajado”. El método de clustering riguroso es
conservador, usa agrupamientos de ESTs, que resultan en un cluster
relativamente exacto, que genera secuencias cortas con bajos
cubrimientos de genes expresados. En contraste, el clustering relajado
es un método mas liberal y el alineamiento de ESTs incluye repetidos de
baja calidad, genera menos exactitud pero secuencias consenso mas
largas. Consecuentemente, este da una mejor cobertura de genes
expresados y alternativamente transcriptos procesados, pero se debe
tener en cuenta que pueden ser incluidos en el analisis, genes paralogos

no deseados para ser incluidos en el cluster. (47

Los programas de computacién Phrap y CAP3 son entre los mas usados
para el conglomerado y ensamblado de secuencias. CAP3 supera otros
programas similares produciendo secuencias consenso de alta fidelidad y
manteniendo un alto nivel de sensibilidad, los cuales efectivamente
manejan errores de secuenciado. Wang et al. (2004) muestra dos
tipos de posible fuente de error para el procesamiento por parte de
CAP3, donde ESTs de un mismo gen no forman un cluster (tipo I) vy
ESTs de genes diferentes son incorrectamente agrupados juntos (tipo
II). Ellos propusieron una aproximacion estadistica original para una

mas exacta estimacion del perfil verdadero del cluster de genes.
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Busqueda de similaridad:

Las secuencias consenso (correspondientes a genes hipotéticos) pueden
ser obtenidas a partir del ensamblado de ESTs, mientras que su posible
funcion puede ser asignada a través de la anotacion comparativa
(transferencia de informacién) asignada en base a los resultados de una
busqueda en bases de datos por similaridad. Diferentes aplicaciones del
algoritmo BLAST del NCBI sirven como una herramienta universal para
la busqueda de similaridad. BLASTx traduce la secuencia consenso de
ESTs dentro de productos de proteinas en seis marcos de lectura
seguido de la comparacidon con bases de datos de proteinas. En forma
adicional, es posible investigar los dominios de proteinas al seleccionar
el CDD (conserved domain database) y el COG (cluster of orthologous
groups) usando RPS- Blast. (47)

Traduccion conceptual de ESTs:

Los ESTs pueden ser correlacionados con términos de la anotacion de
proteinas, convirtiéndose estos en los mejores moldes para la
identificacion de dominios y motivos, al estudiar la localizacién de
proteinas y asignar ontologia al gen (GOs). 47

Anotacion funcional:

Una vez obtenido el polipéptido hipotético, su funcidn puede ser
predicha mediante el alineamiento contra secuencias de proteinas no
redundantes. Las secuencias de proteinas son mejores modelos para la
anotacion funcional, particularmente para la construccién de
alineamientos multiples de secuencias, perfiles y generacién de HMM,
analisis filogenéticos y analisis de dominios y motivos usando Pfam y
SMART. %)
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5.2 Respaldo automadtico: PLAN Server

El PLAN Server permitié respaldar la busqueda manual de las secuencias
de interés, pero en tres casos particulares no encontré similaridad de
secuencia con la base de datos. Pero nos devolvid otros resultados que
no habiamos tenido en cuenta para otras secuencias, también
relacionadas a estrés (por ejemplo; el contig 1648, el cual
corresponde a una MAPKK kinasa). En este trabajo no se tomod la
opcion de utilizar los resultados PLAN Server como posibles marcadores
adicionales, este paso fue hecho para poder respaldar Unicamente los
marcadores elegidos, obtenidos del procesamiento manual, alcanzando

asi un resultado positivo.

5.3 Deteccion de microsatélites

Las muestras son separadas dentro del capilar electroforéticamente y la
deteccion de los fragmentos se realiza cuando los mismos atraviesan
una “ventana” existente en el capilar, donde se combinan un emisor de
luz laser y un detector de fluorescencia. Este sistema permite detectar
los fragmentos amplificados de ADN que fueron marcados por
incorporaciéon de dNTPs unidos a fluorocromos que fueron incluidos en la
reaccion de PCR. El monitor de fluorescencia de tipo CCD detecta los
espectros de emision correspondientes a cada fluorocromo utilizado,
interpretando las sefales en funcidon del tiempo de corrida como
electroferogramas [User Manual ABI 310 Genetic Analayzer].

Los errores en la determinacion de los tamanos alélicos pueden deberse
al deslizamiento (“slippage”) de la Tag polimerasa y/o al agregado de
bases extras en el fin de cada fragmento durante la reaccién de PCR,

observéndose picos no definidos o los “llamados picos sombra”. (48
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Estos tipos de errores son detectables al observar la morfologia de los
picos, pero en el analisis automatico no serian detectados como errores,
por lo que este tipo de artefactos experimentales podrian ser tomados
como un tamafio valido de alelo en un analisis no supervisado.

En caso de existir diferentes perfiles en los picos identificados en un
electroferograma se realizaron correcciones manuales en los valores que
el software utiliza por defecto en comparacion con estandares de peso
molecular, a efectos de eliminar posibles errores en la determinacién

automatica de los tamanos.

5.4 Anadlisis de PIC

El PIC es una medida de la diversidad genética y provee una estimacién
del poder discriminatorio de cada locus, teniendo en cuenta el nimero
de alelos y sus frecuencias relativas en cada poblacién. (49

En este estudio los valores de PIC se encuentran desde valores de 0O, o
sea, monomorfico para 2 variedades (satt 42 y Q6XPS8) y valores de
0.2 a 0.6 para las variedades restantes. El PIC promedio fue de 0.37.
Se observan en la tabla 12 valores de PIC mas elevados en el caso de
los marcadores andénimos que para los marcadores funcionales y
también se observan mas variantes alélicas en el caso de los
marcadores andénimos. Los demads parametros; la heterocigosidad
observada y la esperada, son una funcidon del nimero de alelos por locus
polimérfico y las frecuencias alélicas. El analisis se hizo para 7 genotipos
diferentes, con un total de 18 alelos y un nimero promedio de alelos por

locus de 2.56.
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5.5 Andlisis discriminante

En este andlisis fueron considerados la totalidad de los datos
moleculares obtenidos (tanto para marcadores andénimos como
funcionales) para cada uno de los genotipos estudiados. Los tamafos
alélicos hallados para cada loci estudiado fueron tomados como
variables y los 7 genotipos como atributos para componer el conjunto de
entrenamiento, con el cual fue ajustado el método de calificacién antes
mencionado.

En este analisis (SAS Proc Stepdisc) los resultados revelaron que de las
46 variables utilizadas (obtenidas del clonado de datos para mejor
resolucion) las 6 mas discriminantes se encontraron dentro de los
marcadores andnimos, esto concuerda con los valores de PIC. Luego se
llevo a cabo un analisis (DISCRIM) con todas las variables, en la que el
resultado fue el overfitting, después de esto se amplio el set de datos
y dio un resultado correcto. En una segunda instancia, se realizé el
mismo procedimiento (SAS Proc Stepdisc) para las 46 variables y el
resultado fue el mismo que al principio, los mas discriminantes siguen
siendo los marcadores andénimos. Para el anadlisis hecho solamente con
los satt, el resultado vuelve a ser el mismo, ademas el mismo analisis
(SAS Proc Stepdisc) solo para los marcadores funcionales y el resultado
fue poco favorable; con un 57% de error para dos marcadores
elaborados manualmente (Lau) y dos de la base de datos del I-CRISAT.
También hubo un error de un 100% para discriminar 4 variedades
(NM55R, NM70R, RA514 y RA518) del total de 7. De esto se puede
concluir que; si bien en algunos casos no discrimina bien, tampoco
confunde el set de datos, o sea, no dice o identifica a un cultivar que en
realidad no es. Si bien el cometido de este trabajo no es discutir el

polimorfismo para tan pocas variedades, porque no tendria sentido, si es
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importante ver que fue posible discriminar correctamente entre todas
las variedades, aunque fueran muy pocas, por lo que se puede pensar
gue el aumento en el numero de variedades no daria problemas para

dicho analisis. Siempre utilizando marcadores anénimos y funcionales.

5.6 Actualizacion de secuencias funcionales y anonimas

La tarea dedicada a la localizacién de los marcadores en el borrador del
genoma de soja es un paso clave en este estudio, debido a que cuando
se comenzo6 con el disefio de estos, no estaba aun disponible el borrador
de dicho genoma para trabajar. Teniendo en cuenta los resultados de la
localizacion de las secuencias para todos los marcadores; se puede
establecer que, para el caso de los marcadores funcionales Lau y para
los obtenidos a partir de la base de datos I-CRISAT el resultado fue
muy positivo ya que todos cayeron en regiones codificantes del genoma
de soja lo cual era decisivo para que fueran buenos descriptores a pesar
de las pocas variedades utilizadas, estos marcadores permitieran hacer
un screening sobre el genoma de Glycine max abarcando una
distribucién muy variada en los cromosomas de dicho organismo (Laul-
cl19, Lau2-c20, Lau5-c10, Lau6-c4, Lau7-cl13; Q43453-c17,
P127ARATH-c6, Q6XPS8-c18), lo cual aumenta la capacidad

discriminatoria de los marcadores.

En el caso del Lau4, el cual fue descartado debido a su tamafio de mas
de 500pb y sus primers no pegan en el genoma de soja; esto se pudo
deber a que el primer cae en una regién en la que no hay modelo de
soja o también puede explicarse esto por una inversion, lo que no quita
gue pueda ser utilizado como un marcador funcional. Se podria resolver

con fragmentos de restriccién para encontrar el polimorfismo, de todos
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modos fue descartado porque no se podian obtener sus valores de PIC
ni de discriminante como en los otros marcadores; al igual que este
también fueron descartados Q93W2Z6 y Q41111.

Otra causa posible pudo ser el ensamblado del contig, debido a que
pudo generarse un artefacto, pero esto se puede descartar ya que la
secuencia consenso se corresponde con una HSP81-2, que indica que el
contig estd bien ensamblado y lo convierte en un marcador génico, si
cayera en una region de repeat masker se convertiria en gendmico.

Para el caso de los marcadores andénimos el resultado fue positivo
teniendo en cuenta que siendo estos los mas discriminantes dentro del
total, el proceso reciente de actualizacién de secuencias revelo que
muchos de ellos sirven como marcadores funcionales ya que se los
puede asociar con alguna caracteristica funcional relacionada a estrés,
por ejemplo el caso del satt 577, el cual se encuentra a 4.8 Kbp de una
HSP40 (proteinas que protegen membranas y estructuras celulares bajo
condiciones de estrés); otro caso particular se da para el satt 534 que
se encuentra a 31Kbp de un factor de transcripcion (WRKY), el cual es
estimulado bajo condiciones de estrés hidrico por procesos de

deshidratacion.

Otros 2 casos novedosos fueron los de los satt 70 y satt 324; los
cuales dejaron de ser marcadores gendmicos para ser marcadores
génicos ya que se encuentran dentro de genes, el primero dentro de una
proteina de transporte de membrana y el sequndo dentro de un gen que
codifica para una oxido reductasa. En su gran mayoria, estos
microsatélites anénimos se encuentran muy préximos (de 2.1 a los 31
Kbp) a genes de soja que tienen alguna funcién, ya se relacionada a

estrés o no, lo cual los vuelve firmes candidatos a convertirse en
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marcadores funcionales. Para estos, el espectro de cromosomas
cubiertos dentro del genoma soja fue también muy amplio (satt173-c10,
satt175-c7, satt42-c5, satt577-cl4, sattl77-c8, satt226-cl17, satt231-
c5, satt324-c18, satt534-c14, satt70-c14).

6 CONCLUSION

Teniendo en cuenta los objetivos de este trabajo fue posible ajustar un
sistema de genotipado para variedades de soja disponibles en Uruguay
integrando marcadores andénimos y funcionales asociados con respuesta
a estrés abiodtico. También se logré generar una matriz de identificacién
para variedades de soja a partir de informacion de ambos tipos de
marcadores (anénimos y funcionales), alcanzandose asi, la meta de
establecer materiales y protocolos de referencia para la utilizacién de
marcadores moleculares como descriptores complementarios para el
registro de nuevas variedades de soja y para la verificaciéon de calidad
genética en muestras de semillas.

Se puede decir que a partir de los resultados obtenidos en la
clasificacion de variedades de soja, se puede inferir que los
microsatélites utilizados permitirian discriminar entre muestras
correspondientes a diferentes accesiones cultivadas, con posibles
aplicaciones en el contexto de programas de manejo de recursos
genéticos para identificacion y seleccién de genes vinculados con la

respuesta a estreses abidticos en soja.
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9.1 ANEXO 1: Matriz de tamanos alélicos para andlisis de PIC

ID SATT173_A SATT173_B SATT175 A SATT175 B SATT42_A SATT42_B SATT577_A SATT577_B
DM4200 | 213 213 190 190 140 140 133 133
NM55R 213 213 181 181 140 140 136 136
NM70R 213 213 181 181 140 140 136 136
RA514 213 213 205 205 140 140 136 136
RA518 213 213 181 190 140 140 136 136
TIS2055 | 213 213 181 181 140 140 133 133
TIS2178R | 222 222 190 190 140 140 127 130
SATT177_A | SATT177_B SATT231_A SATT231 B SATT226_A SATT226_B SATT324 A SATT324 B SATT534_A
133 133 232 232 337 337 245 245 270
125 125 259 259 343 343 242 242 270
125 125 232 232 355 355 254 254 264
125 125 232 232 343 343 242 242 273
125 125 235 235 337 355 242 242 273
125 125 232 232 343 343 245 245 246
125 133 232 232 343 343 245 245 273
SATT534 B | SATT70_A SATT70_B LAUL A LAUL B LAU2 A LAU2 B LAUS A LAU5 B
270 193 193 140 140 135 135 369 369
270 163 163 140 140 135 135 369 369
264 163 163 140 140 135 135 369 369
273 163 163 139 142 135 135 319 369
273 190 190 139 142 135 135 319 369
246 163 163 139 142 135 135 319 369
273 163 163 139 142 135 141 319 369
LAU6_A | LAUG_B LAU7_A LAU7_B P127 A P127_B Q6XPS8_A Q6XPS8 B Q43453 A Q43453 B
176 218 374 374 326 329 405 405 285 289
176 218 374 374 325 328 405 405 285 289
176 218 374 374 325 328 405 405 285 289
176 218 374 398 325 328 405 405 285 289
176 218 374 398 325 328 405 405 285 289
176 218 374 398 325 328 405 405 285 285
176 218 374 398 325 328 405 405 285 289
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9.2 ANEXO 2: Matriz de Oy 1 para andlisis de d
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9.3 ANEXO 3: Actualizacion de anotacion de marcadores funcionales
diseiados manualmente

LAU1

phytoz o@e
Glycine max
Name: Glyma19g29210.1
Cluster: Glyma19g29210.1
Source: JGl
Genomic Span: 1658 bp
Position: Gm19:36802487_.36804144 (- strand)
Protein .
Sequence: >Glymal®gZ29210.1:peptide

MEGITHKIGETLHVGGHEKRKEEEHKGEHHAGEYRKGEHHGEHS SEYKGEHHGEHRKPEHREGFLDEVEDEIHGEGGAAEGERK
KRERKKKEEHGHEHGHDSSSSSDSD*

MNCEIBLAST Phytozome BLAST

Protein Length: 105 aa

Full CDS
Sequence: >Glymal9g2%210.1:cds

atgtcagggatcattcacaagattggggagacccttecatgtgggagggecacaagaaggaggaggagecataagggtgagea
ccatgctggagaatacaaaggggagcaccatggtgaacacagtagtgagtacaaaggagagcatcatggtgaacacaaac
cagagcacaaagaggggttcctagacaaagtcaaggacaagatccatggtgagggocggocgocgoccgagggocgagaagaag
aagaaggagaagaagaagaaggagcatggccatgagecatggeccatgacagcagcagcagecagtgacagtgattaa

Full CDS 315 bp
Length:

Genomic o
Sequence: >position=Gm19:36802487..36804144 (- strand)

ATARCCARARACRARAACACARAGCCARGTGARAGTGAGAAARARTARRAATCARRGAGCATAATGTCAGGGATCATTCACAR
GATTGGGGAGACCCTTCATGTGGGAGGGCACAAGAAGCGAGGAGGAGCATAAGCGETGAGCACCATGCTGGAGAATACARAAG
GEGAGCACCATGETGAACACAGTAGTCAGTACARAGCAGAGCATCATGGTGAACACARACCTCGCAGAGCTACCATCCTGAG
CACAAGCCAGAGCACARAGAGEGGTTCCTAGACARAGTCAAGGACARGATCCATGETGAGGGCEECGCCEGCCGAGGGETGA
GARAGAAGAAGAAGGAGARGARGARGAAGGAGCATGGCCATGAGCATGGCCATGACAGCAGCAGCAGCAGTGACAGTGATT
ARACTGCTGCATCACCTATATATTTARAAGCGTATACTTTTGTTTTGCATTTTTATGTTTGGCTCTGTCAAAATTARATCT
TTCCACATTGGTCTATTACAACARACATGGATGATGAATTAGCARATTTAATTATGATCTTATTTTCTTCTATCACTTTTG
AGCTAACATTAGTTAGGGAAATTATACATTCGGGCACGATGACACCCTGTGTGTTAGATCTCATTTTTAAACTTCATATA
ATTCTTTTTCGGGCGATCTAAGATGTTATAACCATGGAATTATTGGTCARATTTTAGTTTCTATATAGGTATATTGGARR
ARACTATGATCGTCAATTTCTGCTCCCGCATGTATCTCCTATTTTTACATGTCTAATGATTAGTGTACACTGCATTCTAG
AGACATAATAACTGAAAGGRAAATGAAAGGAA AR A CATTARARACATGARRAATAAGCTARATATAAGRAAACAGATATTTAGG
ATTTTTTTACAATAATGAACAATGACAAACGTTTGAAAACATTTGTTCTGATTTTTTTTCCTTCGATCTAATGCAGGTTT
ATGGGACCATAGTAGCGAGGGCTGTGCCTTAATTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTACTCTCTTTTACC
TTTTTCCCTATCTTGTGATCTATTTATGAGTGAGAAAAACAAARCTCGAGAAATTCTGCGTGTATCTGCTTGCTAATTCGA
GTGCTATTAGTCTGTGGTTTGGTTGGTTTGTAACCCCGCTACTTGGGTTATGTTTGATTGTATATTATCCTAGAGAAATA
ARRATTTTAAATTATCAGTACGTATTGGTATTACATGCTAGTGAGCTGTGGTTACATTTTTCTTTTTTTTTAAAGGAGCT
ATTGTGGTTACACTGTATTCCAACATAATGCAATTGATGTGATTATAATTGCCACAGCAATAATTCTARAARACTTGATAT
TGTGGCTACAATTACATATTATTTTTTAGAATCATGATCATTCGCACCAATAAATCTTGATCAATTTTATAATTGTTATA
AATGTTTARAAAGARAAAAAMGGATATGGACAATATAAGATAATTTAATGTTCTCATTTAATTATTATCATATGTTAAGTT
TTTTACATTTTATAATAARTTATTTCAARAAGTCATACTAGTGATTTACTTTTAGATAATTATATAAATTTTTTTACAGTAT
TATTAAATGATTTAAAAATCGAAAATATTATGAAGCATCAAATTGTATGTTTTTTTTTT

Parts: Type: cDS
Length: 159 bp
Position: Gm19:36803926..36804084 (- strand)
Type: CDS
Length: 156 bp
Position: Gm19:36803743..36803898 (- strand)
Type: 5UTR
Length: 60 bp
Position: Gm19:36804085..36804144 (- strand)
Type: 5-UTR
Length: 28 bp
Position: Gm19:36803715..36803742 (- strand)
Type: 5-UTR
Length: 702 bp
Position: Gm19%:36802487..36803188 (- strand)
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LAU2

phytozo(me

Glycine max

Name:

Cluster:
Source:
Genomic Span:
Position:
Protein
Sequence:

Protein Length:
Full CDS
Seguence:

Full CDS Length:
Genomic
Sequence:

Glyma20g35270.1

Glyma20g35270.1

JGI

2963 bp

Gm20:43516095..43519057 (- strand)

>G31lyma20g35270.1:peptide

MTAROTEOHYNRERTOSEREGSYSHEERNFORGESERVLLFLFY IYLGARLCEFIDEPEMATMLTREHGLNLEETELCLG
LPGGGGGGEGGGEGGGGGEVET PRATGRRGFSETVDLELNLHSREDLNENLENVSEERTLLREDPARPPARAQVVGWEPEVRES
YRENMMAVOEVSTEDVAERTTSSTANPGAFVEVSMDGAPY LEEVDLTMYESYRELSDATLARMEFSSEFTMGNY GAQGMT DEFM
NESELMDLINSSEYVPSYEDEDGDWMLVGDVPWEMFVESCERLERIMEGSEATGLAPRAMERCESRSY

NCEI BLAST | Phytozome BLAST
307 aa

>Elyma20g35270.1:cds
atgactgccaaacaaaccaagcagcattataatagaaagaggacacaaagtgaaagagaagggagctatagoccataagga
gaaaaactttcaaagaggtgaaagcaaaagagttcttctittccttttttatatatacttgggtgctaagectgtgtgagt
tcattgacaagcctgaaatggecaactatgeoctgacaaaggagcatggtectgaacctcaaggagaccgagetttgecteggt
ttgectggtgggggaggcggcggcggcggcggcggeggcggcggcggtggtgaggtggaaactocaagggoccactgggas
gagagggttctctgagactgttgatctgaaacttaatcttcattccaaggaagatctgaatgagaatctgaagaatgtct
caaaggagaagaccctocttaaggatectgocaagecaceggctaaggctcaagtggttggttggecaccagtgaggtea
tacaggaagaacatgatggcagtacaaaaggttagcactgaggatgtggcagagaagacaacaagcagcactgctaatce
tggggcatttgtcaaggtttccatggatggagcaccttacctgecgcaaggtggacctcacaatgtacaaaagctacaaag
agttatctgatgccttggccaaaatgttcagctccttcaccatgggtaactatggggocccaaggaatgatagacttcatg
aatgagagcaagttgatggatcttcttaacagectctgagtatgtgeccaagetatgaagataaggatggtgactggatget
cgtgggtgatgtcccatgggagatgtttgttgagtcatgcaagegtctgocgaataatgaagggatcagaagocgattggge
ttgcgccaagagcaatggaaaaatgcaaaagcagaagctga

921 bp

>position=Gm20:43516055..43515057 (- strand)
ATGACTGETTAGAATATTGGEGAGACATATGEGARGETCARTCCATTTTGETAGGTACCCARRRTCCCEGTTTGCACATGAL
ALTGATA R T AT A T AT AT T A T T T GA TG T AT AR TTTCTT TG TACTACA AR A TACTACATTA LA TARTTCGATACGATAL
TARRAAE A TGAL AL LT AR TCACATAR A TAL A A AT R TATAACGTTTAGCGGARRATTATGAGAGGCGETTRAAGCCTACATAC
CCTCCTTCTGCRAARGGATCARCGTTCCACATACCTCCATGTGTCAGCATGCARTTGGTGECARRACCTGATATGACATACS
CATGCAGCCACRAGCACARGTTCCTCARAGCTATATTATTGAGGECTATCACACACACTCTCTCTCTCTTGTARTCTATR
TAGCCRLACALECCALGCAGCATTATARTAGRL AGRAGERACACAL RCGTGRALAGAGRLGEEAGCTATAGCCATALGEAGRATL
AACTTTCRAARGAGETGARLGCARAAGRGTTCTTCTTTTCCTTTTTTATATATACTTGEETGCTAAGCTGTGTGAGTTCAT
TEACARGCCTGRAARTGECARCTATGCTGACARAGEAGCATGETCTGARCCTCALGEAGACCGAGCTTTGCCTCGETTTGE
CTEETEEEEEAGEGCEGECEECEGECEECEECEECEECEECGECEETEETGAGETGEAAACTCCARGGGCCACTGEGARGRAGE
GEETTCTCTGAGACTGTTGATCTGALACTTALTCTTCATTCCARGERALGATCTGRAATGAGEAATCTGAAGARTETCTCARL
GEAGAAGRCCCTCCTTAAGGRATCCTGCCARGCCACCGECTARGTAAGTCATTTTCTCACTTTTCTTTTATARTTARLGEE
CTTTGCATGCTTCTGTTCATCTTTTCTT TCTTGGACCTAGC TTCAATAGTTTGTTTGATTCCATATCTCATACARGATTT
TTCAC ARG T AR T AGT T AT AL CTTTCATATTCC AR LG T AT TTTT T T TAATTA A TTTCTCALCGAGTTTCTARGCRC
TACTTAGTGCT AT GATCTATTTTTCTTATAGTTTAGC TATTCARTGTTAGRATATACGETTTGEATALGEGTETARLTTR
ATTTGCARCATTTTGTACCGRA RN L GECAGAT AT AT TAGE R LG TGA A GTGRARGATTGATGEGCACEATEATTTCAGGECT
CARARGTEETTGETTGECCACCAGTGAGETCATACAGERAGAACATGATEGCAGTACALARGETTAGCACTGAGGATGTEEC
AGAGRAGRCALCALGCAGCACTGCTARTCCTGGGECATTTGTCALGGTTTCCATGEGATGGAGCACCTTACCTGCGCARGE
TEEARCCTCACARATGTACARARGCTACARAGAGTTATCTGATGCCTTGGCCARRAATGTTCAGCTCCTTCACCATGEETTAG
TTACCACARRARACCTTCCTACGTATCATATTCCCCTCTCTTTARACTACTTGTTTACCACARCTATGTCACTGARRGER
TAACCACGCATACACACACA AR AN TA A A CACCAACTTALACATCTAACCTTARTTTTTTTCATALATCTATTTTCGATCTS
CARCCTATTATACACCCATTTCTTTTTCCCTCTTTTTGATTACATTTACTTCTCTCTCTTTTTTTTATTTCTTTCTTCTCT
ARCCATCTTTRARCCACTTGCTCARGRGTGTCGRAATCATCACTATTATATATATARAGRLAGAGATCGATRARRLLCRRAGTGR
CATGARATGAATATTGTT AT TATATCATATACTAGTAAAGTCTTAGATCCTTGATGCATGGGAATTGTTALTGATGAGT
GTACGEEGTTGETTARTCACCTTGGEATTGTTACATTCAGCTATATGATTGTGGEGTTATTARLACTAGTATTTTCTAGATAT
TTATTTCATATATTGARACTGETGRAAGETALCTATGEEECCCARGERATGATAGACTTCATGARATCGAGRGCARGTTGATS
GATCTTCTTAACAGCTCTGAGTATGTGCCARGCTATGARGATARGEATGETGACTGEGATGCTCEGTGEETGATSETCCCATG
GGAGTAAGTTCTTCATCCARACAACAACCTCTGCAGCCATTATATACARATAATTTCCTACATACTTGATTTATACATCCAT
ATATTTTACARLATTCAGTARTCTTTTTTALTCCARA AR AR CGRAL R M TTATGACTTTTGAGGAGCTCTTTATCAGRLACGTR
TATACTTAGGCATTARTTATTCTTATACTGTATTTTARTTCTGTARRCCCACGARATARACCTTARTTARCTSGTTTARTT
TTCTGRAGGATGTTTGTTGAGTCATGCARGCETCTGCGAATAAT GARGEEAT CAGRAGCGATTGEEGCTTGGTATGCAT CA
AT AT T T ARG T T AR T T A T TR AT CTAGC TACTTTTTCTT T TCACTCATGERAR A TCATTGTTTTGARA R CTALTCAL
TARATACATACATGCCATTAATTTGTTGGCTATTCTAATGTGTTGECGCEGCATCTTTTTATGTACTTTCAGCGCCAAGRAGT
AATGGRARAAATECARDMAGCAGARGCT GARGCElele] e N PN T GO A N T COCGTACCALAGTGEACCTATAT
ATARTATATATATATATGALGCACTTCAGCGAGRCTATGGAGCGEAGTGTTGTTAGCTTGAATSGTGTCTGEGTGTTTTTTST
TTTETTCGTATATAGATTCARCTTTTARTTTTARGEAGCCGATCGATGEGECATTTGTALTGGACALGAAGCLATALLCT
TARACCTATATAGTCTGGCTTGTTTAT TATGTGATCCTTCCATGCTGTCATGATTGTTGTETGCTARLALTACCTTGALTTT
TARATTCATACTTTATTCCCT CARGAGAT TCTTCATATATCATTTATTTTGATTTTATGTTTTAATTARTTGTGTATGCCC
TEC
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Parts:

Type:
Length:

Position:

Type:
Length:

Position:

Type:
Length:

Position:

Type:
Length:

Position:

Type:
Length:

Position:

Type:
Length:

Position:

Type:
Length:

Position:

cDs

7bp

Gm20:43519051..43519057 (- strand)
cDs

439 bp

Gm20:43518216..43518654 (- strand)
cDs

239 bp

Gm20:43517623..43517861 (- strand)
cDs

136 bp

Gm20:43516975..43517110 (- strand)
cDs

62 bp

Gm20:43516668..43516729 (- strand)
CDS

38 bp

Gm20:43516470..43516507 (- strand)
I-UTR

375bp

Gm20:43516005..43516469 (- strand)
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LAUS

phytozo(e

Glycine max

Name:
Cluster:
Source:

Genomic Span:

Position:
Protein
Sequence:

Protein Length:

Full CDS
Sequence:

Full CDS
Length:
Genomic
Sequence:

Parts:

Glyma10g23450.1

Glyma10g23450.1

JGl

1779 bp

Gm10:29588814..29590592 (- strand)

>GlymalO0g23450.1:peptide
MVVAIVVVVAVVCDIAVARPEVMEGIVMFFKEGLRLLRFDEDLGGLEKDVI *

NCBIBLAST Phytozome BLAST
52 aa

>Glymal0g23450.1:cds
atggttgtagctattgttgttgttgttgetgttgtttgtgacatagctgttgcaagaccagaggttatggaagggattgt
gatgtttttcaaggagggtttgecggttgettagatttgatgaggaccttggaggecttggagaaagatgtgatttga

156 bp

>position=Gm10:29588814..29590592 (- strand)
GTATTGGTTARAGGAATAGTGAAGATTAAATCCAATARATAATCTCACCAGCTATTTTCAACTTTCAATTGCGGCAATTC
CAATGTACAACATATTTTCTCCAATAAACGAATARACARAATTTCRAATATTGCTTCAAGTACAGTACATTTTTTTACCTAR
AGGAAGAAGATAAGCATGGGTTTTTTGTTITTTTTTTCAACAAACAARAAGATCTTGCTTCATAGTACTATCCTATATTT
ACATTATACAAATCCATATATATATTCACTTGCAAATTAATCTATTAGTAGATTAATTAGTACTACCATTTTGATTTAGG

pyeslvueuienteniene e\ C AL TCACCAGCATCATCTCTCTCTCTCCCCTTAGTTTGGTTACCTCAARACAT
CATTGARAGAGCAARAGTTCCACARARATCTCARAACAACCATTAGTGGAGATAGTGGTGACARAGGAGGCACACTARAGAT
TGTTCCCATAACATCAGTGTCCCAARAGCCTTTCCAACATGATGGAGTCAAAGGGCACTCTTCTTTCTTCACATGCTTAT
TACTATTACTATTGTTGTTAAACTCACTTTTCTCATAGTTGTTCTTCCTTTCACTCTCTTCCTCTCTTTCTCTCTTCACA
CCAACCTTGATGACGATGCTGCTGCTTGAAACTGATGATGATGATGATGATGACTCTTCTTTAGACTGATCTGATCCAAT
CTCCAAAGGGAAGTTCAATATGGCTTTGCTCCCTCTCATCTTGARAGCAGCTTTGTCATAAGCCTTAGCAGCTTCTATGG
CTGTGTCARAGGTTCCAAGCCACACCCTTGRAACCTTTTCTATTAGGGTCACGGATTTCTGCAGCATACTTCCCCCATGGC
CTTCTTCTAACCCCTCTATAGTGCTTGTCGTCTTTGEGTATTGTTGGTTTCATCTGAAGAARAAGAAGAAGAAGRARACTTG
GTTGTTGTTATACATGGTTGTAGCTATTGTTGTTGTTGTTGCTGTTGTTTGTGACATAGCTGTTGCAAGACCAGAGGTTA
TGGAAGGGATTGTGATGTTTTTCAAGGAGGGTTTGCGGTTGCTTAGATTTGATGAGGACCTTGGAGGCTTGGAGARAGAT
GTGATTTGAGGCATTTGAAGGTTATTATTGGTATGGTTCATTGGCATGTTGTTGTCATTCTTGCTCATATCTTGARATTG
AAATTGARAATGGAACTTCTTGGGGTACAAGGTAATCAGTGATAARAATATCAGATTGTGAAATTGAACTTTGCATTTTTG
GTTCTGGAAT TGAGACT CAATTGGCACTTCTAAGATGTTTGAGCGTGCAAACAGTGARATTGEGTTCARAGCTTTGAATGC
TTTTCTAATTCAAGGTGAGAGATAATTAAGGCACTGAACTTCTTAGATGGTTGCTARAGTTAGGARAGTTGAGAATTTGG
AATTGGETTGAGTGGARAAATGGGCAGTGATGAGGTGCATATAAATATGAAGATAAGTATCAAAGAATTARARAGCGTGGGTT
TCTRAGAGGGGTTCCRAAGATGGTAAGAGGAAGCATCGTTTTGTTACTATCAATAATTGGTGTTAGRAAGRAATGTCACGTCT
TTTATTTTTTGTCGTTTTAGRAATTTTTCTAATGTCRAACTTGACTTGTTTTGTTTGTAAGGGACCCCATTACTTGCACGAR
ATGACCCTTCGAGGGTACTTCCTTGCACTGGCTTTRAAACTTTAAGGTTTATTTAAATTCAAGTTGAGGGTTTTGGTGTAT
TTGTGARAGTATTTCGAGT

Type: CDS

Length: 156 bp

Position: Gm10:29589464. 29589619 (- strand)
Type: 5-UTR

Length: 650 bp

Position: Gm10:29588814. 29589463 (- strand)
Type: I-UTR

Length: 973 bp

Position: Gm10:29589620..29590592 (- strand)
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LAUG6

phytozo(me JGI

Glycine max

\)/ Center for Inte

Name:

Cluster:
Source:
Genomic Span:
Position:
Protein
Sequence:

Protein Length:
Full CDS
Sequence:

Full CDS
Length:
Genomic
Sequence:

Parts:

Glyma04g01130.1
Glyma04g01130.1

JGI

1371 bp

Gm04:710039..711408 (- strand)

>Glyma04g01130.1:peptide
MADETQNKYESSEVEVQDRGVFDFLGKKKDEEDKPHPQEEVIATEFQKVTVSDOQGENKHSLLEKLHRSDSSSSSSSEEEG
EDGEKRKKKKKEKKGLKEKIEEKIEGDHHHHEDEDTSVEPVEKVEVVETAHAEEKKGFLDKIKEKLPGHKKTEEATATTPP
PPPPVASLEHGEGAHHEGEAKEKKGILEKIKEKLPGYHSKTEEEKEKEKESGAH*

NCBIBLAST | Phytozome BLAST |
215 aa

>Glyma04g01130.1:cds
atggcagacgagacccagaacaagtatgagagetcectgaggttgaggtccaggatecgtggtgtttttgacttteteggtaa
gaaaaaggatgaagaagacaagcctcatcctcaggaggaggtecatecgecaccgagtttecaaaaagtcactgtetcagace
aaggagagaacaagcacagcctcttagaaaagettcaccgatetgacagecagetctagetettecaagtgaggaggaagga
gaagatggagagaaaaggaagaagaagaagaaggaaaagaaagggctgaaagagaagatcgaggagaaaatagagggtga
tecatcatcatcacaaggatgaggacacaagtgtecectgttgagaaagttgaggttgttgaaacagecacatgetgaggaaa
agaaggggttcctecgacaagattaaggagaagetaccagggcacaagaagacagaggaggccacagctactactectect
ccaccaccacctgttgecatcattggagecatggtgaaggtgetecatcatgaaggagaggeccaaggagaagaaaggtatatt
agaaaagataaaagagaagcttcctggttatcacteccaagacagaggaggaaaaggaaaaggaaaaggagagtggtgete
attga

645 bp

>position=6Gm04:710039..711409 (- strand)
GGGTTTTGGTATTTCTTAATCGCGGGAAGTGCGCGTTATGTGAAGTATARATGGTGTCCCAGTCTTGCACCTTARARACCA
TCCAATCCAATTGAATTCTCCAGAGAGAAGAAGAAACTTAATCGATCATCACTTCACTTCACTAATACATCATGGCAGAC
GAGACCCAGAACAAGTATGAGAGCTCTGAGGTTGAGGTCCAGGATCGTGETCGTTTTTGACTTTCTCGGTAAGAARARAGCA
TGAAGAAGACAAGCCTCATCCTCAGGAGGAGGTCATCGCCACCGAGTTTCAARAAAGTCACTGTCTCAGACCAAGGAGAGA
ACAAGCACAGCCTCTTAGARARAAGCTTCACCGATCTGACAGCAGCTCTAGCTCTGTAAGCTTCTTTTCCTTTATTTTCTTT
GCATGCATAAACATTATATATATATAACTTGTTCATCCTGARACGGAATARCTTTATATTAACTTGTCTTTTTTTTTTAAT
ATTTATTTTATAATTTAAACAARACTTAATTTTATACGAGATTGTTCTAGTTGAATCAGCGATCTTGAGTTTGGTTCTAG
GATTGTCAACCCTTGATGAATGATTTCGGATCTARAAAATARRARATAARARATCTTACTTCARGGTGGGTTTTGATTGG
TATATATATGTTTGCAGTC envi\e N TGCAGAGARAAGGAAGAAGAAGAAGAAGGARAAGARAGGEG
CTGARAGAGAAGATCGAGGAGAARAATAGAGGGTGATCATCATCATCACAAGGATGAGGACACAAGTGTCCCTGTTGAGAR
AGTTCGAGGTTGTTCAAACAGCACATGCTGAGGAAAAGAAGGGGTTCCTCCGACAAGATTAAGCGAGAAGCTACCAGGGCACA
AGAAGACAGAGGAGGCCACAGCTACTACTCCTCCTCCACCACCACCTGTTGCATCATTGGAGCATGGTGAAGGTGCTCAT
CATGAAGGAGAGGCCAAGGAGAAGARAGGTATATTAGAARAGATAARAGAGAAGCTTCCTGGTTATCACTCCAAGACAGA
GGAGGAAAAGGAARNGGARMAGGAGAGTGETGCTCATTGATAT TTARGAT TGAGACAAGGCTTTTTTGTTGGTTGGAGAT
GCATGATTGTGGTGTGCTTTGTTTTCATTTCATCATATGACAGCCTTGTGGGTTTCTTTGGTGTTTCTTGATGCATACTT
AATTTACTTTATTATTGTGTATTTATCTCTTCCATTTACARARAARAAAGTTTGTGTAGGTTTCCTTCTTTGAAGTAAAR
AGAAATTARATATGTACTGARAAATGGAATAATAGTGTGTTTTATTTGTGTTTTATAATTTCTTTTTTARACAGTTGTCGT
CTTTACATTTC

Type: CDS

Length: 222 bp

Position: Gm04:711037_711258 (- strand)
Type: CcDs

Length: 423 bp

Position: Gm04:710330..710752 (- strand)
Type: 5-UTR

Length: 151 bp

Position: Gm04:711259..711409 (- strand)
Type: 5-UTR

Length: 291 bp

Position: Gm04:710039..710329 (- strand)
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LAU?Z7

phytozo@e

Glycine max

Name:

Cluster:
Source:
Genomic Span:
Position:
Protein
Sequence:

Protein Length:
Full CDS
Sequence:

Full CDS
Length:
Genomic
Sequence:

Parts:

Glyma13g40820.1

Glyma13g40820.1

JGI

1414 bp

Gm13:41270585..41271998 (+ strand)

>Glymal3gd0820.1:peptide
MPISRIATGNSSELNQSDALKAATARFISMLIFVFAGEGSGMAYNELTNNGSATPAGLVALASTL.SHAFALFVAVSVGANTS
GGHVNPAVTFGAFVGGHITLFRSILYWIAQLLGSVVACLLLKFATGGLETSAFALSPGVEAGNALVFEIVMTFGLVYTVY
ATAVDPEEGDLGIIAFPTATIGFIVGANILAGGAFDGASMNEPAVSFGPAVVSWIWSNHWVYWVGPFAGRATAAVVYEIFFIS
PNTHEQLPVTDY *

NCBIBLAST | Phytozoms BLAST |
253 aa

>Glymal3g40820.1:cds
atgccgatttcoctagaattgeccattggaaattettecggagttgaaccaatctgatgecacttaaggectgecactagetgagtt
catctcaatgctcatctttgtttttgccggggaaggctctggaatggcttataataagectgacaaacaatggttcageaa
caccagcagggttagtggcagcatcactgtcacatgcctttgcactttttgttgcggtctctgttggagccaacatttct
ggcggtcEids gctg At tcggtgcctttgttggtggeccacattaccctectttagaagecatettgtactyg
gattgctcagttactcggectctgtegttgettgettgeteccttaaatttgecactggtggactggaaacatctgeatttg
cactatctcctggggtggaagcagggaacgctctagtgtttgagattgtgatgacttttgggttggtttacacggtgtac
gcaactgcagtggatccaaagaagggtgatcttgggataattgctccaattgcaattggtttcatcgttggtgcgaacat
cttggcggggggtgcatttgatggtgecatccatgaaccctgecagtgtegtttgggectgectgttgtcagttggacectggt
ctaaccactgggtttattgggtcggcccatttgoctggtgectgecattgectgetgttgtectacgagattttecttecattage
ccaaacactcatgaacagctccccgtcacagattattag

759 bp

>position=6Gm13:41270585..41271998 (+ strand)
CCTRAACRACGACTTAAGGCATTCTCTCTTCTATTCTATTCTRARACTCGRAAACARTCTTAGAGRAARGAAGCAGRAGARRAT
GCCGATTTCTAGAATTGCCATTGGRARATTCTTCGGAGTTGARCCRAATCTGATGCACTTARGGCTGCACTAGCTGASTTCA
TCTCAATGCTCATCTTTGTTTTTGCCEEGGAAGEGCTCTGEARATGECTTATAGTARAGTTCTTCCTATTTATTTATTCRAAT
TTTATGTTGETTGGRAACATGCATGTAGTARATATGTATCARGAGTTTTATACACATCCARCTATARATAAGTTTACTGACT
TCTACGATRACACATAACTACGTTARRAGTCACGGGAACAATGATTTCTAATTAGTARACATAGRRATTARRACTCETACT
AATRAACTTGTGTTATGCTTGATTGGACAGATRAAGCTGACARACAATGGTTCAGCAACACCAGCAGGGTTAGTGGCAGCAT
CACTGTCACATGCCTTTGCACTTTTTGTTGCGGTCTCTGTTGGAGCCARCATTTCTGGCGGTCATGTAAACCCTGCTGTC
ACTTTCGGTGCCTTTGTTGGTGGCCACATTACCCTCTTTAGAAGCATCTTGTACTGGATTGCTCAGTTACTCGGCTCTGT
CGTTGCTTGCTTGCTCCTTARAATTTGCCACTGGTGGACTEGTACACACCGCALCATCATTTTTARATTGCTCTCTAATTTC
TAGTTTTGTGTTGAGT CTTAAGTATGAATATATGTTTTGTGTGTTAGGRARACATCTGCATTTGCACTATCTCCTGEGETG
GAAGCAGGGRACGCTCTAGTGTTTGAGATTGTGATGACTTTTGGETTGEGTTTACACGETGTACGCARCTGCAGTEEATCT
AR GAAGGETGAT CTTGGEATAATTGCTCCAATTGCAATTGETTTCATCGTTGETGCGRACATCTTGECGEEGGETGCAT
TTGATGGTGCATCCATGAACCCTGCAGTGTCGTTTGGGCCTGCTETTGTCAGTTGGACCTGETCTAACCACTGGETTTAT
TGGEETCGECCCATTTGC TGETECTGCCATTGCTGCTGTTETCTACGAGATTTTCTTCATTAGCCCARRCACTCATGARCA
GCTCCCCGTCACAGATTATTAGAGCTTAACTCTCTGCCTTCCTTTGTTGTCACTGCTCTGTGTTTTTTTGTTTTGCATTT
GCTTGTTTTCARATGTTGGTTCTCTGRACTTTGTRAACATGARCATCTTTTTCTTTTTTTTTCATTATGARATGTTCATTT
CATCTRARACTAGRARATTATTGTGTTAGCCARGCTTCATTGCARGTTARATTTAATCATTCGTGAGRRAGRGRATTGCTGGAG
TCGACAGAGGCATARAACCTGTGTTAGATTACCAAGGRAACATCAAGCATCAATTG

Type: CDS

Length: 133 bp

Position: Gm13:41270663..41270795 (+ strand)
Type: cDs

Length: 251 bp

Position: Gm13:41271014_41271264 (+ strand)
Type: CDS

Length: 375 bp

Position: Gm13:41271352..41271726 (+ strand)
Type: 5-UTR

Length: 78 bp

Position: Gm13:41270585..41270662 (+ strand)
Type: 3-UTR

Length: 272 bp

Position: Gm13:41271727__41271998 (+ strand)
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9.4 ANEXO 4: Actualizacion de marcadores funcionales DB-ICRISAT

Q43453

phytoz 0@ e JGI
Glycine max CiG. . .
Y Center f

Name: Glyma17g03350.1

Cluster: Glyma17g03350.1

Source: JGI

Genomic Span: 1074 bp

Position: Gm7:2222082. 2223155 (- strand)

Protein

Sequence: >Glymal7g03350. l:peptide
MGIFTFEDETTSEVAPATLYRALVTDADNVIPEAVEAFRSVENLEGNGGPGT IKKITFVEDGESKFVLHKIESVDEANLG
¥SYSVVGGVGLPDTVEKITFECKLARGANGGSAGKLTVEY QTKGDAQPNPDDLEIGEVKSDALFKAVERY LLANPHYN*

NCBIBLAST | Phytozome BLAST

Protein Length: 159 aa

Full CDS
Sequence: >Glymal7g03350.1:cds

atgggtattttcacatttgaggatgaaaccacctcccctgtggctecctgectaccctttacaaagetctagttacagatge
cgacaacgtcatcccaaaggctg @ sagae s s aaccttgaggggaacggtggoccctggaaccatea
agaagatcactttcgttgaggatggagaaagcaagtttgtgttgcacaaaatagaatcagttgatgaggcaaacttggga
tacagctatagcgtagttggtggagttgggttgccagacacagtggagaagatcacattcgaatgcaaattggctgoctgy
cgccaacggagggtctgctgggaagectaactgtcaaataccaaaccaaaggagatgectcageccaacccagacgacctea
aaattggcaaagtcaagtctgatgctecttttcaaggeccgttgaggectaccttttggeccaatecctecattacaactga

Full CDS 477 bp

Length:

Genomic L

Sequence: rposltlon=Gml7:2222082..2223155 (- strand)

GTCCACACTATGGTATTGGGGCCTACATAGARCTAGAGTGACCCCAGGGCTACGCTAGTTCTTATAAATAGAGGACACTC
CTCTGCTARAGARACACACAGCARCARACATCTTCACARACTAGTAATATTATTCTTCGAATCCATTTTATTATTCATAA
TGGGTATTTTCACATTTGAGGATGARACCACCTCCCCTGTGGCTCCTGCTACCCTTTACAAAGCTCTAGTTACAGATGCC
GRACRACGTCATCCCRAAGGCTGTCGRAGCCTTCAGGAGT GTTGARARCCTTGAGGEGGRAACGGTGGCCCTGGRARCCATCAR
GRAGATCACTTTCGTTGAGGGTACTCACTCACTCACTATCTATCTATCTATCTATCTATGTTCATTTTATATTCTACCAT
ATAGTATARCTRAAGTTAGTTAATGARATARATTATGATARTGAGGCTGATCATTGGATGGATGGACAGATGGAGARRGCE
AGTTTGTGTTGCRACRAARATAGARATCAGTTGATGAGGCRRACTTGGGATACAGCTATAGCGTAGTTGGTGGAGTTGGGTTG
CCRAGACACAGTGGRAGAAGATCACATTCGRATGCARATTGGCTGCTGGCGCCRAACGEAGGETCTGCTGGGARGCTRAACTGT
CRRATRCCARARCCRARAGGAGATGCTCAGCCCARACCCAGRACGACCTCRARAATTGGCARAGTCARGTCTGATGCTCTTTTCA
AGGCCGTTGAGGCCTACCTTTTGGCCARTCCTCATTACARCTGATCCAATTCGATCTTCAGTATTCAGTGATCTGCAAAG
ACCTTGTTTTATATTATATACARAGAGTTTTCTTGCCTTGTGTGGAGTGTTATTCAATCACTTTGAGTGTGTGETGTGGCT
TCCAATTGATGTAACGAGTGTTTCCTTTCTTATTTCCTTTTTCCACAGRAATTGTGAGAGCCAGTTGATGTCTTTGTATGT
CACTTCATCAATAARTCAATATGTTATAATAATARAAAGARRGCATCATTTATACTTCTGCTTGTTTTATGTTTACTATGG
TGACTTTATATAGARTTTAACCCAGTTTTTGAGS

Parts: Type: cDS
Length: 181 bp
Position: Gm17:2222816..2222996 (- strand)
Type: cDs
Length: 296 bp
Position: Gm17:2222392.. 2222687 (- strand)
Type: 5'-UTR
Length: 159 bp
Position: Gm17:2222997..2223155 (- strand)
Type: 5'-UTR
Length: 310 bp
Position: Gm17:2222082..2222301 (- strand)
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P127_ARATH

phytozo@e JGI US Depart

Glycine max

\'y Center for Integrative Genomics UC

Name:
Cluster:
Source:

Genomic Span:

Position:
Protein
Sequence:

Protein Length:

Full CDS
Sequence:

Full CD$
Lenath:
Genomic
Sequence:

Parts:

Glyma06g00550.1
Clyma06g00550.1

JGl

1515 bp
Gm08:264336..265850 (- strand)

>Glyma06g00550.1:peptide
MSKEVSQEGLQRKDYVDPPPAPLFDLAEIKLWSFYRALIAEFIASLLFLYVTVATIIGHKKQTGPCDGVGLLGIAWSEGG
MIFVLVYCTAGISGGHINPAVTFGLFLARKVSLIRAVEYMVAQCLGAICGVGLVKAFMKHS YNSLGGGANSVSAGYNKGS
ALGAEIIGTEVLVYTVFSATDPKRSARDSHVPVLAPLPIGFAVFMVHLATIPITGTGINPARSLGAAVIYNNGKVWDEHW
IFWVGPLVGALARAAYHQYILRAGAIKALGSFRSNETN*

NCBI BLAST | Phytozome BLAST
279 aa

>Glyma06g00550.1:cds
atgtcgaaggaagtgagccaagaaggcctgcagaggaaggactacgtagaccctecteccagececcctettttecgaccttge
cgagatcaagctctggtccttctacagagcectcatcgecgagttcattgectcactecctecttectetacgtcacecgteg
ccaccatcatcggccacaagaaacagaccggaccatgcgacggegttggeccttctecggecatecgecatggtecctteggtgge
atgatcttcgtcctecgtctactgecaccgeccggcatttctggtggacacatcaacecctgeggtgacttttggectgttect
ggcccgcaaggtgtctctcattecgegecegtgttctacatggtagcacagtgtcttggtgecatectgeggtgttgggttgg
tgaaggccttcatgaagcactcctacaactecccteggecggecggtgctaacteccgtcagecgcaggctacaacaaaggecagt
gctctgggtgctgagattatcggecactttecgteccttgtetacaccgttttctcagectaccgaccccaagagaagcgcecgeg
tgactcccatgtccecegtgttggeccecattgeccattgggttty jgsggccaccattcccatca
ccggtaccgggatcaacccagccaggagcttgggtgcagctgttatctacaacaatggcaaagtttgggacgagcattgg
atattctgggttgggccattggtgggagctttggeggcggcggecataccaccagtacatccttagagcaggggectattaa
ggccttgggttcattcaggagcaaccctaccaactag

837 bp

>position=6Gm06:264336..265850 (- strand)
TCCCAGTCTCTTTCCAACTCTACTAGTCTARAGTTTGTAACTCTTGTTGATTCCAAAGTTGCACACCACACTCAACTTACC
GTTCCTTTTCCTCTCCCATAAAACCAGCAAGCAACTCACTCCCACACTCACCCCAGTCAAGAGAGAGAATGTCGAAGGAA
GTGAGCCAAGAAGGCCTGCAGAGGAAGGACTACGTAGACCCTCCTCCAGCCCCTCTTTTCGACCTTGCCGAGATCAAGCT
CTGGTCCTTCTACAGAGCCCTCATCGCCGAGTTCATTGCCTCACTCCTCTTCCTCTACGTCACCGTCGCCACCATCATCG
GCCACAAGAAACAGACCGGACCATGCGACGGCGTTGGCCTTCTCGGCATCGCATGGTCCTTCGGTGGCATGATCTTCGTC
CTCGTCTACTGCACCGCCGGCATTTCTGGTAACTTTACCCACCTCTTCGCTTCTCGTTCATTTTTTTTGTCGTTAACACA
AGTACACAACACAACACAGGTGGACACATCAACCCTGCGGTGACTTTTGGCCTGTTCCTGGCCCGCAAGGTGTCTCTCAT
TCGCGCCGTGTTCTACATGGTAGCACAGTGTCTTGGTGCCATCTGCGGTGTTGGGTTGGTGARAGGCCTTCATGAAGCACT
CCTACAACTCCCTCGGCGGCGGTGCTAACTCCGTCAGCGCAGGCTACAACAAAGGCAGTGCTCTGGGTGCTGAGATTATC
GGCACTTTCGTCCTTGTCTACACCGTTTTCTCAGCTACCGACCCCAAGAGAAGCGCGCGTGACTCCCATGTCCCCGTATG
TTTATTTCTTTTCATTCCCCGTTTCCCCGCATCTARATTAGTTAATAAATATTCTTCATTTTTTGCAGGTGTTGGCCCCA
TTGCCCATTGGGTTTGCCGTTTTCATGGTTCACTTGGCCACCATTCCCATCACCGGTACCGGGATCAACCCAGCCAGGAG
CTTGGGTGCAGCTGTTATCTACAACAATGGCARAGTTTGGGACGAGCATGTATGTGGATCTATTATTGTCCACGTCATAT
GACTTGTTTGATTTATTARATTARATGTAATCTGTGTTTGGTTGCAGTGGATATTCTGGGTTGGGCCATTGGTGGGAGCT
TTGGCGGCGGCGGCATACCACCAGTACATCCTTAGAGCAGGGGCTATTAAGGCCTTGGGTTCATTCAGGAGCAACCCTAC
CAACTAGTTCCCAAGACAATGTCATCATCACCAATTCGCCTCTTCTTTTCTATTTATTTCTTTTGTTTGTATGAGAGATC
ATCATGCCCTTGTGTATGGGGATAATTCGTCTTTTTTTCTTCTTCCTTCCTTTTATCTCCCCGCCTGTCTCATTTGTCCG
TTCGCTTACACTTCTAACCAARATTCCCGTGAACACAACCCACAGGGTTTGCTGTCGGAATGTGAACCTTTTTCGCTTGC
GTTCAATTATGCCRAAGAATTTTCTAGCTAACATGGGTATATAACTCCTATATTTATGCTGCARAATAGATARATA

Type: CDs

Length: 280 bp

Position: Gm06:265423 265702 (- strand)
Type: CDS

Length: 296 bp

Position: GmO06:265056.. 265351 (- strand)
Type: CDS

Length: 141 bp

Position: Gm06:264842. 264982 (- strand)
Type: CDs

Length: 120 bp

Position: GmO0B:264644 264763 (- strand)
Type: 5-UTR

Length: 148 bp

Position: GmO0B:265703. 265850 (- strand)
Type: 3-UTR

Length: 308 bp

Position: Gm06:264336..264643 (- strand)
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Q6XPS8

phytozo(e JGI US Depart
Glycine max T o
NG Center for Integrative Genomics UG
Name: Glyma18900980.1
Cluster: Glyma18g00980 1
Source: JGI
Genomic Span: 720 bp
Position: Gm18:461960 462679 (+ strand)
Protein

Sequence: >Glymal8g00980.1:peptide
MGPMVLSQLATGLSVLAGAVLVKSVMDOKPMAGPFTRCPTCNGTGRVTCLCSRWSDGDVGCSTCSGSGRMACSSCGGSGT
GRPLPAKIATIRPPNRPIN*

NCBI BLAST | Phytozome BLAST

Protein Length: 99 aa

FullCDS
Sequence: >Glymal8g00980.1:cds

atgggtccgatggtgectgagccaactegecaccggtettagegttectagececggageggttectggtgaaatecggttatgga
ccagaagcccatggcaggcccattcactcgectgececccacgtgecaacggaaccggtegagtcacgtgectetgetegegtt
ggtccgacggcgacgtcggatgctccacgtgectccgggtecgggtecgecatggectgecagecagttgeggeggecteccggtace
ggtcgacccttgccggcgaaaatcgecgattcgececgeecgaacecgeccaattaattag

FullCDS 297 bp

Length:

Genomic o

Sequence: >position=Gml18:461960..462679 (+ strand)

ACAATTCCACAARCCACTTTTTATTTATTTACACAAATTTTTCTCTCCTTACCTATTATTCATTCCACACTTCACATACAT
AACATAAAATCTTCCTCCGTTCAATCTTCATCTCTCTCTCTCTATTCATCTCCGTTAAGCARAAATCATGGGTCCGATGG
TGCTGAGCCAACTCGCCACCGGTCTTAGCGTTCTAGCCGGAGCGGTTCTGGTGAAATCGGTINNNE
GCAGGCCCATTCACTCGCTGCCCCACGTGCAACGGAACCGGTCGAGTCACGTGCCTCTGCTCGCGTTGGTCCGACGGCGA
CGTCGGATGCTCCACGTGCTCCGGGTCGGGTCGCATGGCCTGCAGCAGTTGCGGCGGCTCCGGTACCGGTCGACCCTTGC
CGGCGAARAATCGCGATTCGCCCGCCGAACCGCCCAATTAATTAGTTCACCAATTCGTTGGGCTCGCTTGCTCGCTTGCTA
CTACTCCTTTTATTTTAGCGTCAGTATAACATTTTAATTTTATATAGCTTTTTTATTTTATTTTATATCGATCAATTATT
ATGTAATATAAAGTGCACGTTGACACTTGTATTGAAATGAACAGAGAGGCARATTAATTATTAGGTTCCAATCATATACT
TAGTATTACTGTAGTAATTCAGATTCTTGATTTCTTATACAAGCATATATATAATTTTGCTCCTCTTTTCGTTTGAAGGC

Parts: Type: cDSs
Length: 297 bp
Position: Gm18:462107..462403 (+ strand)
Type: 5-UTR
Length: 147 bp
Position: Gm18:461960.462106 (+ strand)
Type: J-UTR
Length: 276 bp
Position: Gm18:462404_462679 (+ strand)
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9.5 ANEXO 5: Actualizacion de marcadores anénimos (satt)

satt173

BB A UserBlast

S @ H PASA Assembled EST
asmbl_29797

asmbl_29798
asmpl_29739

B Buscar
Punto o region de referencia: Reportes & analisis:
IGm1D‘35-4—35D83 36485082 Buscar | |AnctarV\STA Plot A thaliana (TAIRB]E Configurar Ir
Fuente de datos
IG\ycine max El Avanzar/Acercar: «< Mostrar 50 kbp : bibod [ par la vuelta
B Resumen
G 1 Il Il 1 1
o 10H 201 301 4on 50t
E R H consensus 3.0 map
L LI 1 [ I (| | | | | L I T
E Detalles
36440K 36450k 36450K 36470k 36450k
E BB RepeatMasker
1 [N |3 O ol I onin m | E— ][] — |
E B M Transcript
Glunal0g27670,1 Glumalog2?7o0, 4 Glunal0g27710.4 Gluns
e = T o
BB B UserBlast
?our.query BLAST Gml0 featurel [e-Yalue = 5.8e-21
EEH PASA Assembled EST
asmbl_45013
-
asnibl_4501d4
-
asmbl_45015
-
EEH PASA Aligned EST/CDNA
GMFLOZ2-32-N14-F
-
g1 1157326751 ¢0 | BISZ7151.1 | BIBZ7151
BIFLO2-32-ti14-R
E S H Plant TAEST/cDNA
B Buscar
Punto o regién de referencia Reportes &
|Gm[}7:15302042..15312041 Buscar IAnotarVISTA Plot: A. thaliana (TA\RQ)E Configurar... | I
Fuente de datos «l¢ 55
|G\ycine max B Avanzar/Acercar. I Mostrar 10 kbp j [l par Ia vuelta
B Resumen
Guo7
— + " + 1 + + —t i " —t —t I — —t I —t
on 10M 20 oM 4o
BB H consensus 3.0 map
1 I 8 W | [ [ i
B Detalles
15303k 15304k 15305k 15306k 15307k 15308k 15300k 15310k 15311k 15312
B B B Repeathlasker
-] I 1] m o =]
B E @ Transcript
Gluna07g15500.1 Glyma07g15510.1 Gluma07g15520.1
——T

gr.querg BLAST GmO7 featurel [e-Yalue = 1.de-3]

asnh]_20800 asmb]_29801
EE—
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HBuscar

satt42

Punto o region de referenci

Fuente de datos

IGmDS:11155275..11'I71274 Buscar |

IGchine max

=

Reportes &

| Anctar VISTAPlot A thaliana (TAIRS) [+] _Configurar... | Ir |
Mostrar b kbp :

Avanzar/Acercar: <« bib2d [ par la vuelta

Eliminar resaltado

H PASA Aligned EST/cDNA

H Plant TA/ESTICDNA

DR\ BLASTX Plant Peptides
BEB Gaps

EIE1 | DNA sequenceiGC content (zoom in to.

EIR A 6-frame translation
B EH consensus 3.0 map

SIS A Transposable element models

BIEH log(1+Solexa coverage depth)

H low confidence predictions
Glynaldgtl240.
[iidied

EIE B VISTA Plot: Soybean (dupl.}
EIENE VISTA Plot: A. thaliana (TAIRS|

B Resumen
Gmos
oR 10n 20H B 40M
BB H consensus 3.0 map
(1NN N 1 I [ | [ LN} (1 T VT T 1111 T
B Detalles
+ f + + +
11167k 11166k 11169k 11170k 11171k
B E B RepeatMasker
= = ] = o
BB Transcript
SR B UserBlast
your.guery BLAST Gmd5 featurel [e-Value = 1.7e-Z1
L
your . guery BLAST Gm0S featurel [e-Value = 1.7e-21
74
B EHE PASA Assembled EST
|Gm14:663874. 683873 Buscar [ Anotar VISTA Plot A thaliana (TAIRS) [+] _Configurar Ir
Fuente de datos
Glycine max Avanzar/Acercar: <1< Mostrar 20 kbp j 2122 [ Dar Ia vuelta
B Resumen
Guild ) ) )
on 161 261 301 40
B EH consensus 3.0 map
e e (NN [ (IN] | I 1] LA mm
o Detalles
Ak s + + HHH + HHH t 1 HH + t HHH 1 + S
68dk GASk  Geck  BE7k  BRSk  BRDK 670k B7lk  B72k 673k  G7dk 67k 678k E77k  Aysk 670k 680k G&lk  B8zk  BAsk
B @ A RepeatMasker
= ] 1 1 n ] mn
B M Transcript
Glynaldgol2so.l Glunaldgol260.1
<
B HE UserBlast
gour <uery BLAST Grld Featured le-Value = 92861
i
SIS @ Alt_transcript
B B PASA Assembled EST

asmbl_63584

asmh]_63588
———
agmhl_63385

- —

CCCCZA18 b1 gi | 1930965436 | gh | FKA26795 .1 | FKG26795

-— -

CCCCZ618.g1  gi119452425 | gb | BM9G3836 . 11BN953835

- -

CCCCETE1.g1 11193703087 | gh | FRE39617 . 1 I FKE39617
— -

CCHEOB-M23.yld-5

nI

CHB32-FO3 .yld-s

| 11680371 | g | BF593047 .1 | BF528047
11156636331 2b | B1701204 .11 BI701204
i 17028182 | gh | AW457IES .1 | AU457965
CHE3Z-F09.x1o-t

CCCE7EL bl

gi

o,

i

1.
1

Inlnlm iy
@

o

1342068 | gb | 098333511 C0983335
1113790921 | gh| BGET3512 .1 | BEESITLZ

1 | 193548556 | gh | FKS04391 4 [FKS04991

i [193366772 | gh|FK352466 .1 |FK332466
;1 1193434391 | g |FK395863 . 1| FKIDEE63
;i | 8625690 | gb |[BE209453 .1 | BE20S4E3

CCHEOS-M23 .xcld-t
—

g1115663610 | gh | BI701181.1|BIT01161
—

e
=l

Phaco | 60315924

® Praco|60430943
Phavu | CYS43191
bl Ehaco | 60564339

name: Satt577
Note: Map3.0 SSR B2/Gm14 cM 55

1

)
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— .
BEH Transcript
Glymaldgolz20.1 Glynaldgolz3o.1l Glymaldgol250.1 Glynaldgdlzao .1
<1 p— 3 N B ] |

BB B UserBlast
your .query BLAST Gmld featurel [e-Yalue = 1.1e-4]
I

B EHE Alt_transcript

BB HEPASA Assembled EST
azmbl_63552 azmbl_635583 azmbl_63554
— - I

azmbl_63585
.
azmnbl_63556
.
BB HE PASA Aligned EST/IcDNA

- ] - ..
] [ ]

]

S EH Plant TA/EST/CDNA

Phaco| G0315924
[ Phaco | GO430943
IPhauulCV543191
( fhaCDIGD564399

EEB BLASTX Plant Peptid| name: Satt577
S s Note: Map3.0 SSR B2/Gm14 cM 5.5

BB B DNA sequence/GC con
DR | 6-frame translation
BB H consensus 3.0 map

BB M Transposable element models

Glycine max gene Glyma14g01250 -

J' About this gene @ "'\ Sequences Peptide Homologs Gene Ancestry

Info: Functional annatations:
Locus name Glyma14g01250 Pfam:00226 || DnaJ domain
Panther:11821 DNAJ/HSP40
G0:0031072  heat shock protein binding

Transcript name  Glyma14g01250.1
Description

Links to external DBs

Protein domain view:

Genomic view:
Location: Gm14: 673518 - 676869 - View in Gbrowse environment

Gnld

| | | |
676k 675 675 677k

Transcript
Glynaldg01250,1
I L = 1

Alt_transcript
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| Apout this gene @ .'|

Sequences

Glycine max gene Glyma14g01230 -

Peptide Homologs Gene Ancestry

Info:

Locus name Glyma14g01230

Transcript name Glyma14g01230.1

Functional annotations:

Pfam:00931
Panther:23154

MNB-ARC domain
LEUCINE-RICH TRANSMEMBRANE PROTEINS

D inti KOG:4658 Apoptotic ATPase
eseription GO0:0005524 ATP binding
Links to external DBs GO0:0006915 apoptosis

Protein domain view:

1

Genomic view.
Location: Gm14: 660635 - 663095 -: View in Gbrowse emvironment

Gmld

B6Lk

820

662k 663k
Transcript

Glunaldgnlzao.d

]
Alt_transcript

BLATX Plant peptides
Medtr | MedtrB2092860.1.0

<1

Mectr | Medtr3go7enso. 1.7

satt177

Salek 537k S3iek 539k G370k 5G3rlk G327k

Saca 5azdk G320k D326k 5327k G3eak G3cok 5ad0k Sadik S3izk 533%k G3adk Gk

E B 8 RepeatMasker
111 1 ] 11 I | I 1
B R H Transcript
GlynalBgo7ddn .1 GlynalBg7ds0 .1 GlynanagoTdan. 1 Glynagego;
<3~ g N g I ooy B | <1
E & B UserBlast
your .query BLAST GmOS featurel [e-Yalue = 4.5e-31
|
BB HAlt_transcript
SR HEPASA Assembled EST
asmbl_33434 asmbl_33436 asmbl_33437 asmbl_33d35 azmbl_334:
| L o | | I
asmbl_33435
L |
S EH PASA Aligned EST/cDNA
| ] 1 | |
[ | [ ] =
L] | ] u
| ] - u
[] u
| ] a
]
[]
-
.
]
|
[
]
| ]
[l
]
]
SR M Plant TA[EST/CDNA

Phavu| TC13651
-
B | BLASTX Plant Pepti

BEEHGaps

name: Satt177
Note: Map3.0 SSR A2/Gm08& cM 31.7

B H DNA sequence/GC col
B | 6-frame translation
E B H consensus 3.0 map

B B 8 Transposable element models
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Info:

Locus name Glyma08g07460
Transcript name Glyma(8g07460.1
Description

Links to external DBs

Protein domain view:

Functional annotations:
Pfam:03171 206G-Fe(ll) oxygenase superfamily
Panther:10209 FE[lly ASCORBATE OXIDASE SUPERFAMILY
KOG:0143 Iron/ascorbate family oxidoreductases
GO:0016491  oxidoreductase activity

1 363
Genomic view:
Location: Gm08: 5330333 - 332706 :: View in Gbrowse enviranment
oniog . .
5331k 5332k
Transcript
Glynadfst7da, 1
]
Alt_transcript
Info: Functional annotations:
Locus name  Glyma08q07440 Pfam:03000 1 NPH3 family
. 7 i it
Transcript name  Glyma08q07440.1 GO:0004871 signal transducer activity
. G0:0009416  response to light
Description
Links to external DBs
Protein domain view:
1 672

Genomic view:
Location: Gm08: 5316272 - 5319143 :- View in Gbrowse environment

608
1 1 1
536k 537k 5318k 5319k
Transcript
Glyna0Bg07440,1
g B s I

Alt_transcript
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satt226

= Buscar
Punto o region de referencia: Reportes & analisis.
IGm‘I?‘ZS?SSB?B 26773877 Buscar Anotar VISTA Plot A thaliana (TAIR9) |z| Configurar. I Ir I
Fuente de datos
IGchine max |Z| Avanzar/Acercar: <%/ < Mostrar 10 kbp : 2% [par la vuelta
E Resumen
GmL7
o 10M 201 B 40H
B M consensus 3.0 map
(LI O R W | (AL 1 [ S I | [N
B Detalles
26764k 26765k 26766k 26767k 26768k 26769k 26770k 26771k 26772k 26773
BB H RepeatMasker
jm— O o m m —r —
EEHA Transcript
B H UserBlast
your .query BLAST Gni? featurel [e-value = 5.8e-21
=
BRHBE AIt_transcript
B E B PASA Assembled EST
B EH PASA Aligned EST/IcDNA
B E1H Plant TAIESTIcDHA
DEE BLASTX Plant Peptides] name: Saft226
BEH Gaps Note: Map3.0 SSR D2/Gm17 cM 71.6
B R B DNA sequence/GC conten
D E H 6-frame translation
B R H consensus 3.0 map
| |
B Buscar

Punto o region de referencia Reportes & analisis
Gm05:11148775.11188774 Buscar Anotar VISTA Plot A. thaliana (TAIRS) E| Configurar... Ll
Fuente de datos

IGchme max E' Avanzar/Acercar: « Mastrar40 kbp : 22 [T par la vuelta

B Resumen
GROS
ol 10 201 B 40
B consensus 3.0 map
[IIIANNS I (| [ [ 1 1 111 T T
B Detalles
11150k 11160k 170k 11180k
BB H RepeatMasker
[l | 1] OE [ 1 [I'E ¥ O 01 ] | 1=

E & Transcript
GLynatBgl0870..1
I e I 4

BB @ UserBlast
your query BLAST GnoS featurel [e-Yalue = 1.7e-21
I
your .guery BLAST GmoS featurel [e-Yalue = 1.7e-21
I
your .guery BLAST GmoS featurel [e-Yalue = 1.7e-21
I
your .guery BLAST GmoS featurel [e-Yalue = 1.7e-21
|
EEE Alt_transcript
BB E PASA Assembled EST
asmbl_19063
——a

EIE1E PASA Aligned ESTIcDNA
£11192298417 | gh| FGI5E44E. 1| FGE
GHMFLOL-04-PL5-F

——
211193539430 gh|Fk496832.1 [Fk
—
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About this gene €

Sequences

Peptide Homologs Gene Ancestry

Info:
Locus name
Transcript name
Description

Links to external DBs

Protein domain view:

1

Glyma05g10870
Glyma05g10870.1

Functional annotations:
Pfam:00035 . Double-stranded RNA binding motif
Panther:11207 RIBONUCLEASE Ill
G0:0003725 double-stranded RMA binding
G0:0005622 intracellular

Genomic view:

1l

Location: Gm05: 11181251 - 11184286 - View in Gbrowse environment

GmS
y

11181k

Transcript

Alt_transcript

11182k 11163k 11154k

e

87




satt324

B Buscar
Punto o regién de referencia: Reportes & analisis:
Gm18:5880126..5900125 Buscar |AnmarVISTA Plot A thaliana (TAIRS) E Configurar. Ir
Fuente de datos
Glycine max Avanzar/Acercar: <<€ Mostrar 20 kbp : 2122 [[1Dar la vuelta
= Resumen
il 1 1 1 1 1 1
ol 10 20n 30 40 50 B0
EE @ consensus 3.0 map
RN e nen 1l 11l (| L T 1 [ RTTRATHTN [
= Detalles
Selk Seozk Soock Sondk SO03k ShUGk SOB7k Soook TBOGk SHaok SAGlk 509z Shusk Soadk 59k SOSGk SHUTk SaSbk SOSGK  S9d0k
EEH RepeatMasker
(| =] (afls] 1] (] HiI I B
B R B Transcript
Glymalfg07240.1
B HH UserBlast
o piery BLAST Gnls featurel [e-Value = 3.9e-4]
BERB AIlt_transcript
SE M PASA Assembled EST
asmbl_G0G5d
e =]
SEE PASA Aligned EST/cDNA
GIFLO1-17-18
-
GIMFLO1-17-J19-F 1| 58020528 | gh| C2711569.1|CX711569
a1 -
GMFLOZ-25-B11-F GHMFLOL-17-J13-R
— o -
GHFLO2-23-B11-R
=
Lav_o1a178 3450 2250
C_036955_0365_3114
[_036995_0365_3114
1
B 5 Plant TAESTICDNA
EIE1@ BLASTX Plant Pepti .
P P19 name: Saft324
= Note: Map3.0 SSR GIGm18 cM 35.4 1
B S DNA sequence/GC col
K 8 8 6-frame translation
BEH consensus 3.0 map
o]
Bl Transposable element models
B Rl log(1+S0lexa coverage depth)
B R 8 low confidence predictions
Glymal8go7zan.1
e
BB VISTA Plot: Soybean (dupl.)
EIEIE VISTA Plot: A. thaliana (TAIR9)
Glycine max gene Glyma18g07240 :
J'/ About this gene € \'| Sequences Peptide Homologs Gene Ancestry
Info. Functional annotations:
Locus name Glymal18g07240 Pfam:07731 Multicopper oxidase
Transcript name  Glyma18g07240 1 Panther:11709 MULTI-COPPER OXIDASE
o g KOG:1263 Multicopper oxidases
e GO:0055114
Links to external DBs GO0:0016491  oxidoreductase activity
GO0:0005507 copper ion binding
Protein domain view: PFO7731- Multicopper oxidase (395 - 529) [
1 { ] 545
Genomic view:
Location: Gm18: 5888501 - 5892669 : View in Gbrowse environment
Gnld 1 1 1 1 1
5869k 5850k 5851k 5892k, 5853K
Transcript

Glunalg07ad0.d

b = = 1=

Alt_transcript
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satt534

B Buscar

Punto o regién de referencia
|Gm144—5753095..45773094 Buscar

Fuente de datos

Reportes & analisis

Anotar VISTA Plot A. thaliana (TAIRS) E Configurar... Ll
Mostrar 20 kbp j 22? ClDar la vuelta

Avanzar/Acercar: «K

t
40M

|Glycine max |Z|
B Resumen
Gmld
0K
BB H consensus 3.0 map
L1100 T | TN
B Detalles
E B | RepeatMasker
o
BEH Transcript
EEH UserBlast

B E Alt_transcript

BEH PASA Assembled EST
BEH PASA Aligned ESTICDNA
EEH Plant TA/EST/CDNA

!
45770k

your . query BLAST Gmld featurel [e-Yalue = 9.2e-6]
]

EIE H BLASTX Plant Pepti
BB H Gaps

E B | DNA sequencelGC o
B M 6-frame translation
BEH consensus 3.0 map

name: Saft534

Note: Map3.0 SSR B2/Gm14 cM 75.7

Glunaldgaeddo 1
<t

B E H UserBlast

EEHAI_transcript

BB BPASA Assembled EST
aznbl_g6ddi
—

S E HPASA Aligned EST/CDNA
g1 197613501 gh | AT96AT0S . 1 |ATAGET 09
—

BB HE Plant TAIEST/ICDNA

Glunaldgasd7o.1

Glynaldgaedi
A

your .guery BLAST Gmld Featurel [e-Yalue = 9.2e-f]
|

asmbl_gaddl
-

gi]163921915 | gh|
g-i 151394676 | gh
g-i 151394742 | gh
g-i 1163926095 | gh
g-i 163927146 | gh
g-i 1192294947 | gh
-si 1163921374 | gk

DB B BLASTX Plant Pept
B & HGaps

name: Satto34

E & H DNA sequencel/GC cOl
BB M 6-frame translation
B & Hconsensus 3.0 map

B & B Transposable element models

Note: Map3.0 SSR B2/Gm14 cM 75.7

Phac
1
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JK About this gene @ .\\

Glycine max gene Glyma14g36440 -

Info:
Locus name
Transcript name
Description

Links to external DBs

Protein domain view:

1

Genomic view:

Sequences Peptide Homologs Gene Ancestry
Functional annotations:
Glyma14g36440 Pfam:03106 WRKY DMA -binding domain
G0:0003700 transcription factor actiity

Glyma14g36440.1
G0:0043565

GO:0045449

sequence-specific DNA binding
regulation of transcription

180

Location: Gm14: 45729563 - 45731082 - View in Gbrowse environment

Ginld | I
45750k 45731k
Transcript
Glunaldsatddn. 1
| =t i1
Alt_transcript
satt70
B Buscar
Punto o region de referencia: Reportes & analisis:
Gm14:34218977.34238976  Buscar AnotarVISTA Plot A thaliana (TAIRS‘]E Configurar.. |i|
Fuente de datos ¢ 515
I Glycine max E Avanzar/Acercar: Mostrar 20 kbp j [ Dar la vuelta
B Resumen
Gld
o 10 20 30 40
B & H consensus 3.0 map
[ R 111 I I [ I LN mm
B Detalles
P g
B E H RepeatMasker
= [ | o 0 mn —1 m o m1 [}
BB Transcript
Glynaldgz7ann.1
BB B UserBlast

your guery BLAST Gnld featurel [e-¥alue = 9.2e-61
]

EEBAI_transcript

SR EPASA Assembled EST

aznhl_B6035 asmbl_66036
[ -—

BEEPASA Aligned EST/cDNA

11193540042 | gh| FK49G552 .1 | FKda5552 211152046201 gh |E
]

E R B Plant TA/EST/CDNA

EEBEBLASTX Plant Peptil name: Satt070
L Note: Map3.0 SSR B2/Gm14 cM 63.3

DR H DNA sequence/GC col
BB B 6-frame translation
B R H consensus 3.0 map

EE M@ Transposable element models
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Info:

1

Genaomic view:

Gmld
I I

Locus name

Transcript name

JII About this gene € .'| Sequences

Glycine max gene Glyma14g27900 :

Peptide Homologs

Gene Ancestry

Description

Links to external DBs

Protein domain view:

Location: Gm14: 34224092 - 34237535

Glyma14g27900
Glyma14g27900.1

Functional annotations:
Pfam:03547
GO:0055085

Membrane transport protein

GO:0016021 integral to membrane

View in Gbrowse environment

3az3k  3z2ak
Transcript

Alt_transcript

| !
39225k 34228k

GlumaldgZ7o00 .1

! ! |
3427k 3dzzek | 39229k

! ! ! | ! ! ! | !
3aZa0k  3dzalk | 3d92szk | 34zask  342adk  34zatk 34286k 34237k 3428k

— L i

9.6 ANEXO 6: Planilla con los 44 marcadores funcionales anotados

manualmente
Accesion Sequence Repetido GO process (GOntology) e-value
ID
NP566897.1 >Contig60 pentanucleotide Abscisic acid mediated 2E-59
signaling (ARACS8/
ATROP10/ROP10)
ABQ81887.1 >Contig75 trinucleotide Response to abscisic acid 0,028
stimulus (KS- type dehydrin
SLTI629) G. max
>Contig75 trinucleotide
>Contig75 dinucleotide
NP181507.1 >Contig99 tetranucleotide Response to heat, to 3E-103
ozone, to salt stress, to
jasmonic acid stimulus (
CYT1-cytokinesis defective
1
NP197570.1 >Contigl77 trinucleotide Biological process 1E-17
(senescence associated
protein- related)
NP193898.3 >Contig360  pentanucleotide Response to abiotic 2E-8
stimulus ( CPL1)
NP567042.1 >Contig430 trinucleotide Abscisic acid mediated 1E-42
signaling (UBA2A; RNA
binding)
>Contig430 trinucleotide
NP188929.1 >Contig520 trinucleotide Response to salt stress ( 2E-120
APS1) ATP sulfurylase 3
NP565107.1 >Contig671  pentanucleotide Response to oxidative 1E-46
stress ( Isoflavone
reductase)
NP001078346.1 >Contig787  pentanucleotide Response to oxidative 7TE-8
stress, to cold, etc. (SAG
21-senescence associated
gene 21)
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NP196972.1
AAAT5414.1

NP188945.1

NP567042.1

NP200911.1

NP189499.1

NP196746.2

NP181401.1

NP200414.1

NP171654.1

NP566050.1

NP568755.1

NP193326.1

NP195236.1

NP177745.1

NP850017.1

NP192343.1

NP192056.1

NP176602.1
NP174810.1

NP181221.1

NP189283.1

ABH02827.1

NP182011.1

>Contig807
>Contig894

>Contig951

>Contig1333

>Contig1366

>Contig1502

>Contig1648

>Contig1990

>Contig2193

>Contig2262

>Contig2389

>Contig2595

>Contig2595
>Contig2713

>Contig2757

>Contig2764

>Contig2783

>Contig2783
>Contig2830

>Contig2844

>Contig2860
>Contig2912

>Contig2990

>Contig3215

>Contig3253
>Contig3253
>Contig3253
>Contig3282

pentanucleotide
tetranucleotide

dinucleotide

trinucleotide

trinucleotide

trinucleotide

pentanucleotide

pentanucleotide

tetranucleotide

dinucleotide

trinucleotide

dinucleotide

trinucleotide
pentanucleotide

trinucleotide

trinucleotide
trinucleotide

trinucleotide
trinucleotide

tetranucleotide

trinucleotide
dinucleotide

dinucleotide

tetranucleotide

trinucleotide
trinucleotide
trinucleotide
dinucleotide

Response to stress ( USP)

Response to cold
(transcription factor bZip
52) G.max
Water deprivation ( IAA7-
auxin resistent 2-
transcription factor)
abscisic acid mediated
signaling
response to cold

response to abscisic acid
stimulus

response to water
deprivation

response to cold,related to
freezing tolerance
response to heat, to water
deprivation
response to desication

response to salt stress

response to cold

response to water
deprivation, to cold ,

response to salt stress

early response to
dehydration 14

response to cold

early responsive to
dehydration protein related

response to salt stress,
response to ionic osmotic
stress
response to cold

response to osmotic stress

response to salt stress

response to salt
stress,aquoporin
expression to
environmental stress
response to salt stress

ethylene mediated signaling
pathway

(UBA2A ,RNA
binding)
(GR-RBP3- glicine
rich RNA binding
protein)
(AAA type ATP ase
family protein)

(protein kinase family
protein)

(PECT1-
fosforiletanolamine
cytidyltransferase 1)
(HSP81-2)

(LEA14-late
embryogenesis
abundant 14)

response to ABA
stimulus

(AP2 domain-
containing
transcription factor)

to oxidative stress, to
reactive oxygen
species

(PIP3-plasma
membrane intrinsic
protein 3)
(ERD14)

(glycine rich RNA
binding protein)

(ERD protein related)

GAMMA-TIP3/TIP1

(VHA-E3)

(ANNAT1- annexin
arabidopsis 1)

GAMMA TIP ,water
channel)

GAMMA TIP2

USP

(ATERF13-EREBP)

TE-74
2E-105

3E-82

2E-4

0,27

4E-64

1E-34

5E-40

9E-108

6E-28

5E-46

1E-16

5E-5

2E-99

1E-8

7E-33

2E-29

1E-104

8E-71
TE-74

9E-62

4E-95

1E-67

9E-37
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NP196972.1 >Contig3353  pentanucleotide USP universal stress 7E-29
protein
NP195197.1 >Contig3442 trinucleotide response to ADC2-arginine 7E-46
osmotic,oxidative,salt decarboxylase 2)
stress
NP192763.1 >Contig3501 trinucleotide response to heat shock (AtHSP 22.0) 2E-26
NP177563.1 >Contig3528 trinucleotide freezing tolerance (GR-RBPS5- glycine 3E-23
rich RNA binding
protein 5)
>Contig3528 trinucleotide
NP174468 >Contig3583 trinucleotide dehydration responsive ERD-3 7E-68
protein
NP566108.1 >Contig3603 trinucleotide USP-universal stress (USP family protein) 6E-47
protein
AF169205.1 >Contig3609 trinucleotide response to cold (GR- RNA binding 7E-19
protein)
>Contig3609 trinucleotide
>Contig3609 trinucleotide
AAV51938.1 >Contig3753 trinucleotide salt stress AP2/EREBP 8E-23
transcription factor
ERF-1)
>Contig3753 trinucleotide
AAS67006.1 >Contig3797 dinucleotide salt stress (ionic osmotic (phosphoenolpyruvate 2E-33
stress) carboxylase)
NP192839.1 >Contig3829 trinucleotide oxidative stress (NDPK3-nucleoside TE-87
diphosphate kinase 3)
NP200137.1 >Contig3835 trinucleotide drought stress (AGP22/ATAGP22- 3E-5

arabinogalactan
proteins 22)
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9.7 ANEXO 7: Proceso de estrés abidtico en plantas

Salinity

Disruption of osmotic and
ionic homeostasis;
Damage of functional and
structural proteins and
mambranes

Osmosensor (2.g. AtHIK1), phospholipid cleaving enzymes (e.g.
PLD), and second messengers (e.g. Ca®*, PdOH, ROS) MAP
kinases, Ca®* sansors (8.9, S083). calcium-depandant protein
kinases (e.g9. COPKs)

Transcriptional factors
(e.g. CBF/DREB, ABF, HSF, bZIP, MYC/MYB)

Gene activation

Chaperone functions
sp, SP1, LEA, COR)

Detoxification
(SOD, PX)

Osmoprotection et it fimrh
(proline, GlyBet, Water i Eﬂm %l
sugar polyols) movement (aquaporin,

ion transporter)

Re-establishment of cellular homeostasis,
functional and structural protection of
proteins and membranes

Stress Tolerance or Resistance

Tomado de Wang et al. 2003-Plant responses to drought, salinity and extreme
temperatures: towards genetic engineering for stress tolerance. Planta 218:1-14.
(Page 2)
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9.8 ANEXO 8: Resultados del andlisis discriminante mediante uso de

SAS
1a)
DISCRIMINANTE CON SELECCION DE VARIABLES
SATT173_ SATT175_ SATT231_ SATT231_ SATT534_ SATT534_
0BS CULTIVAR 213 205 235 259 246
1 DM4200 1 0 0 0 0 1
2 NMS5R 1 0 0 1 0 1
3 NM70R 1 0 0 0 0 0
4 RA514 1 1 0 0 0 0
5 RA518 1 0 1 0 0 0
6 TJS2055 1 0 0 0 1 0
7 TJS2178R 0 0 0 0 0 0
8 DM4200 1 0 0 0 0 1
9 NM55R 1 0 0 1 0 1
10 NM70R 1 0 0 0 0 0
11 RA514 1 1 0 0 0 0
12 RA518 1 0 1 0 0 0
13 TJS2055 1 0 0 0 1 0
14 TJS2178R 0 0 0 0 0 0
15 DM4200 1 0 0 0 0 1
16 NM55R 1 0 0 1 0 1
17 NM70R 1 0 0 0 0 0
18 RA514 1 1 0 0 0 0
19 RA518 1 0 1 0 0 0
20 TJS2055 1 0 0 0 1 0
21 TJS2178R 0 0 0 0 0 0
1b)

OBSERVACIONE
VARIABLES
CLASES

INFORMACION DEL NIVEL DE LA CLASE

NOMBRE DE
CULTIVAR  VARIABLE
DM4200 DM4200
NM55R NM55R
NM70R NM70R
RA514 RA514
RA518 RA518
TJS2055 TJS2055
TJS2178R TJS2178R

SISTEMA SAS

PROCEDIMIENTO DISCRIM

21
6
7

TOTAL DF

CLASES WITHIN DF
CLASES BETWEEN DF

FRECUENCIA PESO

-0000
-0000
.0000
-0000
-0000
.0000
.0000

WWWWwww
WWWwWwwww

PROPORCION

0.

142857

0.142857

[eleololoYo)

.142857
.142857
-142857
.142857
-142857

20

PROBABIL IDAD

ANTERIOR

[eeJoloJolola]

.142857
.142857
.142857
.142857
.142857
.142857
.142857
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2a)

DE
CULTIVAR
TOTAL

DM4200
3

100.00
NM55R
3

100.00
NM70R
3

100.00
RA514
3

100.00

RA518
3

100.00
TJS2055
3

100.00
TJS2178R
3

100.00

TOTAL
21

100.00

ANTERIORES

SISTEMA SAS
_PROCEDIMIENTO DISCRIM
RESUMEN DE CLASIFICACION PARA LOS DATOS CALIBRADOS: WORK.SOJA_ALELOS
RESUMEN DE RESUSTITUCION USANDO VECINO MAS CERCANO

FUNCION DE LA DISTANCIA CUADRADA

2 -1
D (X,Y) = (X-Y)" cov (X-Y)
PROBABILIDAD POSTERIOR DE MIEMBRO EN CADA CULTIVAR
M (X) = PROPORCION DE OBS EN GRUPO K EN EL VECINO MAS CERCANO DE X
K

PRGIIX) = M (X) PRIOR / SUM ( M (X) PRIOR )
J J K K K

NUMERO DE OBSERVACIONES Y PORCENTAJE CLASIFICADO EN CULTIVAR

DM4200 NM55R NM70R RA514 RA518 TJS2055 TJS2178R
3 0 0 0 0 0 0
100.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0 3 0 0 0 0 0

0.00 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

0 0 3 0 0 0 0

0.00 0.00 100.00 0.00 0.00 0.00 0.00

0 0 0 3 0 0 0

0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00 0.00

0 0 0 0 3 0 0

0.00 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00

0 0 0 0 0 3 0

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00

0 0 0 0 0 0 3

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00

3 3 3 3 3 3 3
14.29 14.29 14.29 14.29 14.29 14.29 14.29
0.14286 0.14286 0.14286 0.14286 0.14286 0.14286 0.14286
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2b)

SISTEMA SAS
PROCEDIMIENTO DISCR

M

RESUMEN DE CLASIFICACION PARA LOS DATOS CALIBRADOS: WORK.SOJA_ALELOS
RESUMEN DE RESUSTITUCION USANDO VECINO MAS CERCANO

ESTIMACIONES DE CUENTA DE ERROR PARA CULTIVAR

DM4200 NM55R NM70R RA514 RA518 TJS2055 TJS2178R
TOTAL
TASA 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.0000
ANTERIORES 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429
3a)
SISTEMA SAS
043453 _
OBS CULTIVAR LAU1_139 LAU2_141 P127_325 289
1 DM4200 0 0 0 1
2 NM55R 0 0 1 1
3 NM70R 0 0 1 1
4 RA514 1 0 1 1
5 RA518 1 0 1 1
6 TJS2055 1 0 1 0
7 TJS2178R 1 1 1 1
8 DM4200 0 0 0 1
9 NM55R 0 0 1 1
10 NM70R 0 0 1 1
11 RA514 1 0 1 1
12 RA518 1 0 1 1
13 TJS2055 1 0 1 0
14 TJS2178R 1 1 1 1
15 DM4200 0 0 0 1
16 NM55R 0 0 1 1
17 NM70R 0 0 1 1
18 RA514 1 0 1 1
19 RA518 1 0 1 1
20 TJS2055 1 0 1 0
21 TJS2178R 1 1 1 1
3b)
SISTEMA SAS
PROCEDIMIENTO DISCRIM
OBSERVACIONE 21 TOTAL DF 20
VARIABLES 4 CLASES WITHIN DF 14
CLASES 7 CLASES BETWEEN DF 6
INFORMACION DEL NIVEL DE LA CLASE
NOMBRE DE PROBABIL IDAD
CULTIVAR VARIABLE FRECUENCIA PESO PROPORCION ANTERIOR
DM4200 DM4200 3 3.0000 0.142857 0.142857
NM55R NM55R 3 3.0000 0.142857 0.142857
NM70R NM70R 3 3.0000 0.142857 0.142857
RA514 RA514 3 3.0000 0.142857 0.142857
RA518 RA518 3 3.0000 0.142857 0.142857
TJS2055 TJS2055 3 3.0000 0.142857 0.142857
TJS2178R TJS2178R 3 3.0000 0.142857 0.142857




4a)

SISTEMA SAS
PROCEDIMIENTO DISCRIM
RESUMEN DE CLASIFICACION PARA LOS DATOS CALIBRADOS: WORK.SOJA_ALELOS
RESUMEN DE RESUSTITUCION USANDO VECINO MAS CERCANO

FUNCION DE LA DISTANCIA CUADRADA

2 -1
D (X,Y) = (X-Y)" COV (X-Y)
PROBABILIDAD POSTERIOR DE MIEMBRO EN CADA CULTIVAR
M (X) = PROPORCION DE OBS EN GRUPO K EN EL VECINO MAS CERCANO DE X
K

PRQIIX) = M (X) PRIOR / SUM ( M (X) PRIOR )
J J K K K

NUMERO DE OBSERVACIONES Y PORCENTAJE CLASIFICADO EN CULTIVAR

DE
CULTIVAR DM4200 NM55R NM70R RA514 RA518  TJS2055  TJS2178R OTRO
TOTAL
DM4200 3 0 0 0 0 0 0 0
3
100.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
100.00
NM55R 0 0 0 0 0 0 0 3
3
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00
100.00
NM70R 0 0 0 0 0 0 0 3
3
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00
100.00
RA514 0 0 0 0 0 0 0 3
3
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00
100.00
RA518 0 0 0 0 0 0 0 3
3
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00
100.00
TJS2055 0 0 0 0 0 3 0 0
3
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00
100.00
TJS2178R 0 0 0 0 0 0 3 0
3
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00
100.00
TOTAL 3 0 0 0 0 3 3 12
21
14.29 0.00 0.00 0.00 0.00 14.29 14.29 57.14
100.00

ANTERIORES  0.14286 0.14286 0.14286 0.14286 0.14286 0.14286 0.14286
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4b)

SISTEMA SAS
PROCEDIMIENTO DISCRIM
RESUMEN DE CLASIFICACION PARA LOS DATOS CALIBRADOS: WORK.SOJA_ALELOS
RESUMEN DE RESUSTITUCION USANDO VECINO MAS CERCANO

ESTIMACIONES DE CUENTA DE ERROR PARA CULTIVAR

DM4200 NM55R NM70R RA514 RA518 TJS2055 TJS2178R
TOTAL
TASA 0.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
0.5714
ANTERIORES 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429
5a)
SISTEMA SAS
_PROCEDIMIENTO DISCRIM
RESUMEN DE CLASIFICACION PARA LOS DATOS CALIBRADOS: WORK.SOJA_ ALELOS
RESUMEN DE VALIDACION CRUZADA USANDO VECINO MAS CERCANO
FUNCION DE LA DISTANCIA CUADRADA
2 -1
D (X,Y) = (X-Y)" COV (X-Y)
PROBABILIDAD POSTERIOR DE MIEMBRO EN CADA CULTIVAR
M (X) = PROPORCION DE OBS EN GRUPO K EN EL VECINO MAS CERCANO DE X
K
PRQIIX) = M (X) PRIOR 7/ SUM ( M (X) PRIOR )
J J K K K
NUMERO DE OBSERVACIONES Y PORCENTAJE CLASIFICADO EN CULTIVAR
DE
CULTIVAR DM4200 NM55R NM70R RA514 RA518 TJS2055 TJS2178R OTRO
TOTAL
DM4200 3 0 0 0 0 0 0 0
3
100.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
100.00
NM55R 0 0 0 0 0 0 0 3
3
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00
100.00
NM70R 0 0 0 0 0 0 0 3
3
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00
100.00
RA514 0 0 0 0 0 0 0 3
3
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00
100.00
RA518 0 0 0 0 0 0 0 3
3
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00
100.00
TJS2055 0 0 0 0 0 3 0 0
3
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0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00 0.00

100.00
TJS2178R 0 0 0 0 0 0 3 0
3

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 100.00 0.00
100.00
TOTAL 3 0 0 0 0 3 3 12
21

14.29 0.00 0.00 0.00 0.00 14.29 14.29 57.14
100.00

ANTERIORES 0.14286 0.14286 0.14286 0.14286 0.14286 0.14286 0.14286

5b)
SISTEMA SAS
_PROCEDIMIENTO DISCRIM
RESUMEN DE CLASIFICACION PARA LOS DATOS CALIBRADOS: WORK.SOJA_ ALELOS
RESUMEN DE VALIDACION CRUZADA USANDO VECINO MAS CERCANO
ESTIMACIONES DE CUENTA DE ERROR PARA CULTIVAR

DM4200 NM55R NM70R RA514 RA518 TJS2055  TJS2178R
TOTAL
TASA 0.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
0.5714
ANTERIORES 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429 0.1429

100




	Tapa tesis
	Presentacion-HOJA 1
	Diseño de marcadores moleculares para discriminar variedades de soja en Uruguay-Laura Lima

