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Il.- RESUMEN

Los escrutinios basados en la genética directa fueron y siguen siendo poderosas
herramientas para la identificacion de genes y la diseccion de su actividad e interacciones,
tanto en Arabidopsis como en otras especies modelo vegetales y animales. La
secuenciacion masiva de ADN ha revitalizado los abordajes genéticos clasicos a la
identificacion de las mutaciones que causan un fenotipo de interés, que se basaban en el
lento y tedioso analisis iterativo del ligamiento a un numero relativamente bajo de
marcadores moleculares. La cartografia mediante secuenciacion (mapping-by-sequencing)
combina la secuenciacion masiva con el analisis de ligamiento clasico para identificar
rapidamente mutaciones puntuales. Al igual que en los analisis de ligamiento
convencionales, en la cartografia mediante secuenciacion se requiere una poblacion
cartografica fenotipada. Sin embargo, no es necesario obtener genotipos individuales, ya
que los miembros de las poblaciones cartograficas son genotipados en conjunto. En la
cartografia mediante secuenciacion pueden usarse como marcadores los polimorfismos de
un solo nucleétido inducidos por un mutageno quimico, resultando prescindibles los
exocruzamientos del mutante a estudio por una estirpe genéticamente distante de su
parental silvestre.

Hemos realizado simulaciones con el fin de facilitar el disefio de experimentos de
cartografia mediante secuenciacion para la identificacion de mutaciones puntuales inducidas
quimicamente. En dichas simulaciones determinamos en primer lugar qué tecnologia de
secuenciacion masiva —de las que producen lecturas cortas— es mas adecuada para las
regiones del genoma de Arabidopsis ricas en genes, y la profundidad de lectura minima para
detectar polimorfismos eficazmente. Concluimos que las lecturas simples y las pareadas son
igualmente aptas, y que con una profundidad de lectura de 40-50x se alcanza el mejor
compromiso entre coste y precision. También hemos simulado experimentos de cartografia
mediante secuenciacion para establecer los efectos del tamafio de la poblacién cartografica
y la profundidad de lectura sobre la resolucién alcanzada: ambos factores la limitan. Hemos
realizado exocruzamientos virtuales para evaluar la utilidad de la obtencién de mascaras de
polimorfismos naturales, que integran las variantes detectadas en distintos mutantes,
aislados tras una misma mutagénesis. Estas mascaras son utiles para filtrar los
polimorfismos que distinguen la secuencia genémica de referencia de las de otros accesos
silvestres. Hemos evaluado la viabilidad de los cruzamientos entre mutantes portadores de
mutaciones puntuales, recesivas y no alélicas para obtener una poblacién cartografica que

permitiese identificarlas simultaneamente. También hemos usado simulaciones para poner a
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punto un protocolo de cartografia de inserciones de ADN-T o transposones, basado en el
desapareamiento de lecturas pareadas, cuya eficacia hemos demostrado incluso con
profundidades de lectura muy bajas y agrupando varios mutantes insercionales. Estas
simulaciones se han revelado utiles para el disefio de experimentos reales.

La combinacién de las tecnologias de secuenciacion masiva y las estrategias
clasicas de cartografia génica ha facilitado considerablemente el establecimiento de
relaciones entre genotipo y fenotipo. Se han desarrollado muchos programas bioinformaticos
para extraer informacion de las lecturas de secuenciacion masiva de ADN. Sin embargo, su
uso requiere conocimientos de bioinformatica y la redaccion de rutinas que encadenen
varias de estas herramientas de dominio publico. Con el propdsito de hacer accesible la
cartografia mediante secuenciacién a investigadores sin conocimientos de bioinformatica,
hemos desarrollado Easymap, un programa amigable que parte de lecturas sin procesar
para identificar mutaciones candidatas con una intervenciéon minima del usuario.

Hemos desarrollado dos versiones de Easymap, la primera de las cuales incluia
flujos de trabajo para cartografiar mutaciones puntuales en poblaciones de segregantes
agrupados, asi como inserciones grandes de ADN, como el ADN-T y los transposones.
También incorporaba un médulo de simulacién de experimentos de secuenciacidn masiva
de ADN. Hemos anadido a Easymap v.2 flujos de trabajo para cartografia mediante analisis
de densidad de variantes y de secuenciacion de loci de caracteres cuantitativos (QTL-seq).
Easymap v.2 puede analizar datos derivados de diferentes disefios experimentales —como
los exocruzamientos o retrocruzamientos— para la obtencién de poblaciones cartograficas,
que a su vez pueden ser F2, M2 o Ms; acepta como datos de partida secuencias de ADN
genoémico o complementario y lecturas simples o pareadas, y como muestras de control,
archivos en formatos FASTQ o VCF. También puede usar como marcadores tanto las
mutaciones espontaneas como las inducidas por un mutageno quimico, analizar variantes
sin aplicar algoritmo cartografico alguno y multiprocesar datos.

Las dos versiones de Easymap pueden instalarse en entornos UNIX, en Windows 10
(mediante la aplicacién Ubuntu disponible en la Microsoft Store), en algunas distribuciones
de Linux, y en maquinas virtuales que ejecuten un subsistema Linux dentro de cualquier otro
sistema operativo, como macOS. Incorporan una guia de instalacién rapida, una interfaz
web amigable y un manual. Cada ejecucion de Easymap rinde un informe cartografico con
tablas y diagramas que facilitan la interpretacién de los resultados obtenidos.

Esta Tesis también incluye un protocolo pormenorizado de todas las etapas de una
cartografia mediante secuenciacion, desde la construccion inicial de una poblacién

cartografica hasta la interpretacion de los resultados obtenidos por Easymap.



