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Corresponde a THE ICAC RECORDER, Comité Consultivo Internacional del Algodon.
Volumen XXXIII, N° 3, septiembre 2015.

Por Dharminder Pathak y Dharminder Bhatia, Departamento de Genética y Selecciéon de Plantas, Universidad

Agricola del Punjab, Ludhiana, Punjab, India

La mayoria de los rasgos que son de
interés para los seleccionadores del
algoddn, tales como rendimiento, calidad
de la fibra, tolerancia al estrés, y otros, son
caracteres complejos controlados por un
gran numero de loci de rasgos
cuantitativos (QTL, por sus siglas en
inglés) e influidos por el medio ambiente.
Los métodos convencionales de seleccion
han logrado grandes adelantos en el
mejoramiento de los rendimientos y la
calidad de la fibra en el algodén. Sin
embargo, las caracteristicas de mayor
interés, sobre todo las que manifiestan una
variacién continua, se pueden aprovechar
con mayor eficacia cuando sus factores
genéticos implicitos pueden determinarse
con precision en cuanto a su efecto y
direccion. Ese conocimiento ha avanzado
en gran medida a través del desarrollo de
varios tipos de marcadores basados en el
ADN vy programas de computacién para el
analisis de los QTL. Los métodos
convencionales de introgresion
interespecifica en el algodén han estado
tradicionalmente limitados por una serie de
impedimentos que comprenden:

* Relaciones antagonicas complejas entre
rasgos importantes;

* Diferencias citogenéticas entre especies
debido a diferentes niveles de ploidia,
afinidad meidtica y diferencias
cromosémicas estructurales, incluidas las
translocaciones e inversiones;

* Los “efectos del arrastre de ligamiento”
que conducen a cualidades agrondomicas
deficientes;

* Bajas tasas de recombinacion;

» Pérdida del material genético fordneo en
las primeras generaciones;

* Esterilidad de los hibridos;

* Interacciones genéticas complejas, tales
como los complejos Muller-Dobzhansky, y

+ Segregacion distorsionada (Endrizzi et
al., 1985). Esas limitaciones se suelen
encontrar en cruces de G. hirsutum con
especies diploides, pero la mayoria de
ellas también son validas para los cruces
con otras especies alotetraploides del
algodon.

Las poblaciones de mapeo genético
convencional, tales como las derivadas de
F,, por retrocruzamiento, lineas
consanguineas recombinantes (RIL, por
sus siglas en inglés) y dobles haploides
(DH), se han utilizado ampliamente en el
algodén para el mapeo de los genes
principales y los loci de rasgos
cuantitativos (QTL). Todas estas
poblaciones de mapeo son mas faciles de
generar, pero tienen una u otra de las
limitaciones antes enumeradas. Las
poblaciones de mapeo F, y de
retrocruzamiento son las mas sencillas,
pero no son idéneas para el mapeo de los
QTL ya que no se pueden replicar sobre
ambientes completos y los datos de
plantas Unicas no son fiables. Por otro
lado, las lineas consanguineas
recombinantes y los dobles haploides son
poblaciones inmortales que si se pueden
replicar a lo largo de locaciones y de afios.
Sin embargo, ambas poblaciones sufren de
limitados eventos de recombinacion y todo
analisis de mapeo que se haga con esas
poblaciones podra verse comprometido por
los efectos enmascaradores de los
principales QTL y por las interacciones
epistaticas de mudaltiples QTL. Las
poblaciones de mapeo genético avanzado,
incluidas las derivadas de lineas de
retrocruzamiento avanzado AB-QTL, lineas
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consanguineas por retrocruzamiento (BIL,
por sus siglas en inglés), lineas
entrecruzadas de avanzada (AIL, por sus
siglas en inglés), lineas casi isogénicas
(NIL, por sus siglas en inglés), lineas de
sustitucion cromosomica (CSL, por sus
siglas en inglés), genotipos de alto
rendimiento (CSSL), lineas de generacion
avanzada por entrecruzamiento multi-
parental (MAGIC, por sus siglas en inglés),
paneles de asociacion, y poblaciones de
mapeo asociativo anidado (NAM, por sus
siglas en inglés), abordan potencialmente
las limitaciones de las poblaciones de
mapeo convencionales y son capaces de
introducir un cambio paradigmatico en la
identificacion de los QTL de importancia
agronémica e industrial para el algodon. A
continuacibn se presenta una breve
descripcibn de cada wuna de las
poblaciones de mapeo genético avanzado.

Analisis de Retrocruzamiento
Avanzado de los QTL

Ese método, propuesto por Tanksley y
Nelson (1996), tiene como finalidad
combinar los diferentes pasos para el
descubrimiento de los QTL en el
germoplasma silvestre inadaptado vy
transferirlos juntos a lineas élite. De lo
contrario, en cualquier programa tipico de
seleccién genética, el primer paso seria el
de identificar los QTL de especies
emparentadas, ya sean formas silvestres o
locales. El segundo paso seria transferir
los QTL identificados en la primera fase a
un trasfondo genético élite, pero este paso
dilata el tiempo requerido para desarrollar
un cultivar. En su articulo, Tanksley y
Nelson sugieren, ademas, que es preciso
introducir alelos nuevos y positivos en las
variedades élite para que se pueda ampliar
la base genética de los cultivos y aumentar
la tasa de mejoramiento genético. En esta
estrategia, una linea que seria una linea o
variedad élite se cruza con la especie
silvestre, o con un donante inadaptado,
para generar una linea hibrida F; que
posteriormente se retrocruza con el padre
receptor (linea o variedad élite) para
desarrollar una poblacion BC;F;. Esa
poblacion BC;F; se somete a una
seleccién visual para deshacerse de las
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plantas con defectos como esterilidad,
susceptibilidad a los patégenos,
dehiscencia, etc. Seguidamente, las
plantas seleccionadas se cruzan con el
padre recurrente para generar una
poblacion BC,F;. A pesar de que los
progenitores se someten a analisis
polimérfico con el empleo de marcadores
moleculares, el analisis de los QTL no se
realiza en la poblacién BC,F;, sino que se
pospone hasta la generacion BC, o BCs.
Algunas de las ventajas de las poblaciones
de retrocruzamiento avanzado sobre las
poblaciones convencionales, en lo que al
analisis de los QTL se refiere, incluyen la
alta frecuencia de alelos deseables y la
recuperacion temprana de lineas casi
isogénicas-QTL.

Lineas consanguineas por
retrocruzamiento

A pesar de la reconocida importancia de
desarrollar poblaciones de lineas
consanguineas recombinantes a partir de
cruces interespecificos de algodén, lo
cierto es que las incompatibilidades
interespecificas han dificultado el uso
exitoso de las poblaciones derivadas de
lineas consanguineas por retrocruzamiento
para realizar el mapeo de los marcadores y
los QTL. El uso de lineas consanguineas
por retrocruzamiento fue una herramienta
atil para mapear genes e introducir estos
en los trasfondos genéticos de las
especies cultivadas. Las lineas
consanguineas por retrocruzamiento se
derivan de cruzar una  especie
emparentada o silvestre con una especie
cultivada y retrocruzarla varias veces con
progenitores  cultivados después del
cruzamiento inicial, seleccionando al
mismo tiempo el rasgo objetivo en cada
generacion. A los fines del andlisis
genético, las ventajas de usar lineas
consanguineas retrocruzadas abarcan:

i) Poder trabajar con lineas que comparten
un alto grado de similitudes genéticas y
morfoldgicas, lo cual permite llegar a
estimaciones mas precisas de los rasgos
cuantitativos;
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ii) Tener la oportunidad de estudiar las
interacciones entre el medio ambiente y los
QTL de manera mas precisa; y

iif) Tener la posibilidad de aprovechar las
lineas consanguineas por retrocruzamiento
de una manera relativamente rapida y
directa para la seleccion de plantas a nivel
comercial. Las lineas consanguineas por
retrocruzamiento se han generado para el
mapeo de los QTL que influyen en los
rasgos de rendimiento y calidad de la fibra
a partir de un cruzamiento de G. hirsutum x
G. barbadense a través de dos
generaciones de retrocruzamiento
utiizando el G. hirsutum como padre
recurrente seguido de cuatro generaciones
de autofecundacion (Yu et al., 2013).

Lineas casi isogénicas

Un tipo alternativo de poblacién inmortal
experimental, uno que suele utilizarse
frecuentemente con especies vegetales,
esta compuesto por conjuntos de lineas de
introgresion, o lineas casi isogénicas,
obtenidas  por retrocruzamientos Yy
genotipados repetidos. A diferencia de las
lineas consanguineas por
retrocruzamiento, las lineas casi
isogénicas pueden diferir en un ndmero
limitado de loci. La comparacion de las
lineas casi isogénicas con lineas
consanguineas recombinantes demostré
gue en las poblaciones derivadas de lineas
casi isogénicas se podian detectar los QTL
de efectos menores con mas precision que
en las poblaciones de lineas
consanguineas recombinantes, a pesar de
que la resolucién de su localizacion fuera
inferior. En una serie de estudios se han
desarrollado lineas casi isogénicas que
pueden aprovecharse para un mapeo
mucho més fino de los QTL que se han
identificado en las lineas consanguineas
recombinantes. Sin embargo, el desarrollo
de lineas casi isogénicas para todo el
genoma puede ser mas Util en términos del
poder de deteccibn de los QTL. En
términos generales, cuando se intenta
aumentar el poder de mapeo de las lineas
consanguineas recombinantes, el tamafio
de la poblacion resulta mas importante que
el nUmero de replicaciones; mientras que
para las lineas casi isogénicas, es
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absolutamente imprescindible contar con
varias replicaciones (Keurentjes et al.,
2007).

Lineas Entrecruzadas de Avanzada
(AIL)

Las lineas entrecruzadas de avanzada son
poblaciones experimentales que pueden
proporcionar estimaciones mucho mas
precisas de las ubicaciones de los QTL en
los mapas que las poblaciones de mapeo
genético  convencional. Una linea
entrecruzada de avanzada se produce
mediante el entrecruzamiento aleatorio,
aunque secuencial, de una poblacién que
se origind inicialmente de un cruzamiento
entre dos lineas consanguineas o alguna
variante de éstas. Esto proporciona una
probabilidad de recombinacion cada vez
mayor entre dos loci cualesquiera. En
consecuencia, se extiende la longitud
genética del genoma completo y los QTL
se pueden identificar con una precision
mucho mayor que con una poblacién
convencional derivada de lineas
consanguineas recombinantes (Darvasi y
Sorrel, 1995). Las lineas entrecruzadas de
avanzada derivadas de cruzamientos entre
lineas consanguineas conocidas también
pueden resultar un recurso util para el
mapeo genético fino. Sin embargo, se
necesita tiempo adicional para generar un
conjunto nuevo de consanguineos después
del interapareamiento.

Lineas de sustitucion cromosdmica

Una linea de sustitucion cromosomica
(CSL, por sus siglas en inglés) es aquélla
en la cual se sustituye un cromosoma
Gnico tomado de un genotipo donante
dentro del genoma de un genotipo receptor
mediante el uso de una cepa aneuploide
idonea. Para desarrollar una linea CSL,
primeramente se cruza el genotipo donante
disbmico, como padre, con la cepa
monosémica receptora. La progenie
monosomica tendrd solo una copia del
cromosoma monosémico originario del
genotipo donante. EI cromosoma donante
monosomico no tiene pareja homologa con
la que aparearse; por lo tanto, no tiene
posibilidad alguna de recombinarse.
Seguidamente, el receptor monosémico se
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cruza repetidas veces con lineas F;
monosémicas como la  progenitora
recurrente. El proceso de retrocruzamiento
luego continba hasta restablecer el
trasfondo del receptor al nivel deseado
para producir una linea de sustitucion
monosOmica. La linea de sustitucion
monosdémica se autofecunda para obtener
lineas de sustitucion disomicas. Las CSL
resultaran muy utiles en el estudio del
efecto de un cromosoma donante sobre el
trasfondo del padre receptor, sobre todo en
los esfuerzos por lograr una progenie
resistente a las enfermedades. Se
desarrollaron CSL de G. barbadense a
partir de cepas de TM-I citogenético y se
evaluaron para determinar diversos rasgos
agronémicos y de calidad de la fibra (Stelly
et al., 2005).

Lineas de sustitucion de segmentos
cromosomicos (CSSL)

Las lineas de sustitucion de segmentos
cromosémicos (CSSL, por sus siglas en
inglés) son lineas de introgresién que
tienen una pequefia porcion del genoma
introducido de otra linea o especie y un
conjunto de lineas rodea el(los)
cromosoma(s) completo(s). Esas lineas se
desarrollan a partir de cruzamientos tanto
intraespecificos como interespecificos con
una serie de retrocruzamientos y se utilizan
marcadores de ADN para identificar las
lineas individuales. Las CSSL son
poblaciones de mapeo poderosas de los
QTL que se han utilizado para dilucidar la
base molecular de los rasgos de interés,
especialmente de especies silvestres (Ali
et al, 2010). Una de las principales
limitantes de las lineas consanguineas por
retrocruzamiento/CSSL  es que las
introgresiones no-identificadas de
pequefios  segmentos  cromosémicos
indeseados, los cuales no han sido
etiquetados con marcadores, producen
algunas veces ruido experimental que
dificulta ain mas la deteccion de los
efectos de los QTL en regiones
determinadas del cromosoma.  Sin
embargo, este problema es mas severo en
las lineas consanguineas por
retrocruzamiento que en las CSSL.
Ademas, puede resultar dificil detectar las
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diferencias fenotipicas generadas por una
combinacion de dos o més alelos donantes
en diferentes regiones cromosdmicas. En
este caso, es posible mejorar la resolucién
de mapeo de los respectivos QTLs
mediante mapeo fino para desarrollar
lineas casi isogénicas empleando lineas
consanguineas de retrocruzamiento/CSSL
como materiales de base (Fukuoka et al.,
2010). Los programas de computacion
para el genotipado gréfico, tales como el
GGT (van Berloo, 2008) o CSSLs Finder
(http://mapdisto.free.frfCSSLFinder),  son
muy utiles para el desarrollo de las CSSL.
La CSSL experimenta un proceso de
genotipado de alto rendimiento mediante la
resecuenciacion del genoma completo,
combinando de esta manera las ventajas
de un mapa fisico de ultra alta calidad con
un mapeo de alta precisiébn para producir
CSSL que se pueden denominar como
“CSSL genotipadas de alto rendimiento”.

Paneles de asociacion

En los Ultimos dos decenios, la
disponibilidad de abundantes marcadores
moleculares ha hecho posible etiquetar los
QTL que llevan genes funcionales por
medio de un proceso de rutina conocido
como mapeo de ligamiento basado en la
familia. A través de este método, un gran
namero de QTL relacionados con la
calidad de la fibra, el rendimiento y sus
componentes, asi como con el estrés
bi6tico, incluida la resistencia a los
nematodos, a la marchitez por Verticillium
y por Fusarium, se han identificado y
reportado en el algodén. Sin embargo, de
todos los QTL reportados, solo se logré
confrmar unos cuantos en estudios
subsiguientes para aplicarlos en
programas de seleccion genética. Esto
pudiera atribuirse al uso de QTL
especificos para una poblacién, y de una

cantidad limitada de eventos de
recombinacion para generar las
poblaciones experimentales que se

utilizaron en el mapeo de ligamiento, con lo
gque se dificulta mapear los QTL con alta
resolucién. Dado su potencial para explotar
todos los eventos de recombinacion que se
han producido en la historia evolutiva de
las poblaciones naturales, el mapeo
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asociativo (AM, por sus siglas en inglés)
basado en el desequilibrio del ligamiento
(DL) se ha convertido en un poderoso
método que podria utilizarse con muchas
especies vegetales, incluido el algodon,
para hacer la diseccion de rasgos
complejos e identificar  variaciones
causales con solo efectos discretos sobre
los rasgos objetivos. Con esa finalidad, los
paneles de asociacion se tratan como
poblaciones de mapeo abiertas que
emplean una muestra de individuos
tomada de las  colecciones de
germoplasma o de una poblacion natural.
Se utiliz6 un panel de asociacion de 356
lineas de germoplasma de algodén upland
chino para identificar las asociaciones
marcador-rasgo para los rasgos de calidad
de la fibra. Se identific6 un total de 59
asociaciones significativas entre 41
marcadores SSR y 5 rasgos de calidad de
la fibra (Mei et al., 2014). Entre las
principales limitantes implicitas en el uso
de paneles de asociacion se encuentran la
estratificacion de las poblaciones y una
distribucién desigual de alelos dentro de
una poblacién, lo cual resulta en la
aparicion de asociaciones falsas vy
nofuncionales (Knowler et al., 1988).

Poblaciones de mapeo asociativo
anidado

Se puede desarrollar una poblacion de
mapeo asociativo anidado (NAM, por sus
siglas en inglés) reuniendo una cantidad
igual de progenies resultante de un gran
namero de cruzamientos con un solo padre
en comun. El concepto de las NAM, tal
como se emplean ahora en el maiz, con un
disefio de referencia de 25 familias con
200 lineas consanguineas recombinantes
por familia, pudiera ser una estrategia aun
mas poderosa para la diseccion de las
bases genéticas de los rasgos cuantitativos
en especies como el algoddn que tienen un
escaso desequilibrio de ligamiento. Los
cruzamientos controlados en las NAM
reducen los efectos de interferencia de la
estructura de la poblaciéon que se observan
en los paneles de asociacion, mientras que
el elevado nimero de progenies derivadas
de los cruzamientos permite mapear
familias con un poder estadistico

Fa

considerable para capturar las mejores
caracteristicas del mapeo de ligamiento y
asociativo a través del analisis conjunto de
ligamiento-asociacion (Yu et al., 2008). El
proceso general, como se demuestra en
McMulen et al. (2009), involucra:

» Seleccion de diversos fundadores a partir
de los cuales se desarrolla un nimero igual
de poblaciones de mapeo;

*+ Genotipado denso de las lineas
fundadoras con el uso de enfoques de
resecuenciacion o de los marcadores
moleculares disponibles;

* Genotipado de un numero menor de
marcadores de etiquetado sobre los
fundadores y su progenie para definir la
herencia de segmentos cromosomicos y
para proyectar la informacion de los
marcadores de alta densidad desde los
fundadores hasta la progenie;

» Genotipado de progenies para identificar
varios rasgos complejos;

» Analisis asociativo del genoma completo
para relacionar los rasgos fenotipicos con
los marcadores de alta densidad
proyectados de la progenie. Cuando se
compara con las poblaciones de mapeo
convencionales de ligamiento, las NAM
tienen como objetivo crear una poblacion
de mapeo integral disefiada
especificamente para un escaneo del
genoma completo de alta potencia para la
deteccion de los QTL con efectos
diferentes. Una de las mayores limitantes
de las poblaciones de NAM es el alto
namero de cruzamientos que se debe
realizar para generar la poblacién, asi
como el hecho de que las interacciones de
los QTL con el trasfondo genético no se
pueden examinar porque uno de los
progenitores es comun para todas las
subpoblaciones componentes.

Poblacién de generacién avanzada
por entrecruzamiento multi-parental
(MAGIC)

La poblaciéon de generacion avanzada por
entrecruzamiento entre mdultiples padres
(MAGIC, por sus siglas en inglés)
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constituye un nuevo tipo de disefio
experimental complejo que, en términos de
potencia, diversidad y resolucién, se ubica
en algun punto entre los disefos
biparentales y los disefios de mapeo
asociativo. Las poblaciones MAGIC se
pueden crear mediante el cruzamiento de
multiples  fundadores  consanguineos
durante el curso de varias generaciones
antes de crear las lineas consanguineas,
con lo que se produce una poblacién
diversa cuyos genomas son mosaicos de
escala fina de contribuciones de todos los
fundadores. Al igual que en Ilas
poblaciones biparentales, la variacion
alélica en las poblaciones MAGIC también
esta limitada por el nimero de fundadores,
pero con un polimorfismo muy superior. Si
bien es cierto que para la poblacion
MAGIC se requiere una mayor inversién
inicial en capacidades y tiempo comparado
con una poblacion biparental, también es
cierto que con una cuidadosa seleccion de
los fundadores se hace mas facil
generalizar sus resultados en una gama
mayor de aplicaciones de seleccién
genética y garantizar su pertinencia como
un panel de recursos genéticos a largo
plazo. (Huang et al., 2015). Para generar
una poblacion MAGIC, se deben
seleccionar lineas fundadoras para la
diversidad genotipica y seguidamente
manejarlas cuidadosamente para
garantizar que su diversidad fenotipica
produzca un material de recursos
practicos. Es cierto que un nimero mayor
de conjuntos de fundadores podria facilitar
el conocimiento biolégico de una amplia
gama de rasgos. Sin embargo, las lineas
de fundadores seleccionadas sobre la base
de su pertinencia a un programa de
seleccién genética diseflado para rasgos
especificos pudieran resultar en una
poblacion MAGIC capaz de convertirse
rapidamente en lineas superiores de
seleccidn genética. Cuando se comienza
con un ndmero n de lineas de fundadores,
éstas se deben entrecruzar durante n/2
generaciones hasta que se combinen
todos los fundadores en proporciones

iguales. Una  vez realizado el
entrecruzamiento, se pueden derivar de
ellas las lineas consanguineas

recombinantes por medio de la
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autopolinizacion (Rakshit et al., 2012).
Para aumentar la cantidad de eventos de
recombinacién en la poblacién, las plantas
F, resultantes de los cruzamientos de
pares obtenidos en la primera generacién
se pueden entrecruzar de manera aleatoria
y secuencial, tal y como se explicé para las
poblaciones de lineas entrecruzadas de
avanzada. Ya se han creado poblaciones
MAGIC de Arabidopsis thaliana, trigo, y
arroz, y estan en proceso para garbanzosy
varios otros cultivos. La mayor limitante de
esta herramienta es que, con el aumento
del numero de fundadores, los ciclos de
entrecruzamiento  también aumentan
proporcionalmente. Otra limitante de ese
tipo de poblacién es que pueden exhibir
una amplia segregacion de los rasgos
fenoldgicos, tales como la madurez y la
altura de la planta. La segregacién basada
en esos rasgos puede influir en el
desempefio general de rasgos complejos
gue pueden conducir a la identificacién de
falsos QTL.

Conclusiones

En el algoddin se han creado vy
aprovechado poblaciones de mapeo
genético convencional para el etiquetado
de genes/ QTL de importancia econémica.
Esas poblaciones son faciles de generar,
pero conllevan varias limitantes. Por eso,
se ha hecho necesario desarrollar
poblaciones de mapeo genético avanzado,
tales como: las derivadas de lineas de
retrocruzamiento avanzado AB-QTL, lineas
consanguineas por retrocruzamiento (BIL),
lineas entrecruzadas de avanzada (AlL),
lineas casi isogénicas (NIL), lineas de
sustitucién cromosomica (CSL),
genotipado de alto rendimiento, lineas de
generacion avanzada por entrecruzamiento
entre multiples padres (MAGIC, por sus
siglas en inglés), paneles de asociacion,
asi como poblaciones de mapeo asociativo
anidado (NAM) para los fines del mapeo de
genes/QTL en el algodon. Las limitaciones
de las poblaciones de mapeo genético
convencional no afectan las poblaciones
antes mencionadas. También es necesario
extraer alelos positivos de las especies
tetraploides de Gossypium relacionadas,
asi como de germoplasma de algodén
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inadaptado, para diferentes  rasgos
econdmicos. Entre los rasgos que merecen
especial atencién estan: la eficiencia en el
uso de nutrientes (nitrégeno) y del agua; la
tolerancia a la sequia y la salinidad; la
resistencia de la fibra, asi como la
resistencia al virus del encrespamiento de
la hoja del algodonero.
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