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RESUMEN

El consumo de frutas que contienen compuestos con actividad antioxidante (entre ellos los
compuestos fendlicos) esta asociado con un impacto benéfico a la salud humana, dado su
efecto protector frente a enfermedades no transmisibles asociadas a estrés oxidativo y que
han ido en aumento en cuanto a su prevalencia a nivel mundial. En Chile, el ciruelo asiatico
(Prunus salicina L.) es el segundo carozo con mayor produccion y puede acumular mas de
40 compuestos fendlicos, los cuales se encuentran en distintas concentraciones,
dependiendo de la variedad y de las condiciones ambientales, sugiriendo que el contenido
de compuestos fendlicos es un caracter cuantitativo. Los QTL (loci de carécter cuantitativo)
responsables de la variacion en el contenido de compuestos fendlicos alin no han sido
definidos en ciruela. El objetivo de este seminario de titulo es identificar los QTLs que
controlan el contenido de compuestos fendlicos en el fruto del ciruelo asiatico. Para ello se
escogieron 92 individuos de la progenie F1 del cruce <“98.99” x “Angeleno”> (en adelante
“98Ang”), cuyos individuos presentan diferencias en el contenido de antocianos y de
familias de compuestos fendlicos en las frutas, utiizando HPLC vy técnicas
espectrofotométricas (fenoles, flavonoides y proantocianidinas totales, determinacién de la
actividad antioxidante mediante DPPH y FRAP), desde extracciones metandlicas de
mesocarpo y exocarpo de frutos a maduracion comercial. Con estos datos se llevaron a
cabo modelos lineales mixtos y analisis de QTLs via MapQTL, para determinar la asociacion
fenotipo-genotipo de compuestos fendlicos. Se encontraron 13 QTLs en “98.99” y 8 QTLs
en “Angeleno”, asociados a compuestos fendlicos. Estos resultados seran utiles para

mejorar la eficiencia en programas de mejora genética asistido por marcadores moleculares



para la generacion de variedades de ciruelo asiatico con mayor impacto positivo para la

salud humana.



ABSTRACT

The consumption of fruits containing compounds with antioxidant activity (among them
phenolic compounds) is associated with a protective effect against non-communicable
diseases associated with oxidative stress and which have been increasing in terms of its
prevalence worldwide. In Chile, the Asian plum (Prunus salicina L.) is the second-highest
produced stone fruit and can accumulate more than 40 phenolic compounds, which are
found in different concentrations, depending on the variety and environmental conditions,
suggesting that the content of these compounds is a quantitative trait. The QTLs
(quantitative trait loci) responsible for the variation in the content of phenolic compounds
have not yet been defined in plum. The objective of this seminar title is to identify the QTLs
that control the content of phenolic compounds in the Asian plum fruit. For this, we choose
92 F1 seedlings from the cross <"98.99" x "Angeleno"> (hereon “98Ang”), presenting
differences in the content of anthocyanins and phenolic compounds in the fruits. These
samples were also analyzed using HPLC and spectrophotometric techniques (phenols,
flavonoids and proanthocyanidins total, determination of antioxidant activity by DPPH and
FRAP), from methanolic extractions of mesocarp and exocarp of commercially ripened fruits.
With these data, mixed linear models and analysis of QTLs were carried out via MapQTL,
to determine the phenotype-genotype association of phenolic compounds. There were 13
QTLs in the parent "98.99" and 8 QTLs in the parent "Angeleno", associated with phenolic
compounds. These results will be useful to improve the efficiency of genetic improvement
programs assisted by molecular markers for the generation of Asian plum varieties with an

increased positive impact on human health.



INTRODUCCION

Compuestos fendlicos y su importancia en la salud humana

Dentro de una nutricion sana, el consumo de frutas y vegetales es fundamental, ya que
constituyen fuentes notables de fitonutrientes y compuestos bioactivos, sumado al aporte
energético y de fibras, necesarios en la ingesta diaria (Pereira y Ludwig, 2001; Shulaev y
col., 2008; WHO, 2014). Entre estos componentes destacan los compuestos fendlicos, por
ser uno de los grupos de metabolitos secundarios mas numerosos y ubicuos en el reino
vegetal (Naczk y Shahidi, 2004). Estos compuestos son producidos por las plantas en
distintos 6rganos y con diversos fines, tales como pigmentacion de tejidos (Howell, 1974;
Konczak-Islam y col., 2003), mecanismo de defensa contra patégenos (Beckman, 2000),
proteccién frente a condiciones climéticas adversas como altaradiacion ultravioleta (Howell,
1974; Jeandet y col., 2002), atraccion de polinizadores (Jakubskay col., 2005; Zhang y cal.,
2016) y componentes estructurales en las plantas, por ejemplo fenoles insolubles, como la
lignina y el acido hidroxicinamico, los cuales son componentes importantes de la pared
celular, sirviendo como sostén mecénico, teniendo un rol regulatorio en el crecimiento
celular (Naczk y Shahidi, 2004; Ogah y col., 2014). Los compuestos fendlicos son
sintetizados a partir de las vias del &cido shikimico, acido malbnico y de los fenil-
propanoides, estando representados principalmente por flavonoides y acidos fendlicos
(Haminiuk y col., 2012; Ogah y col., 2014). Se caracterizan por poseer al menos un anillo
aromatico unido a uno o mas grupos hidroxilos, permitiendo entregar un atomo de
hidrégeno (electron) a especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen
Species), neutralizando a estos radicales libres, siendo esa conjugacién estructural la que
otorga propiedades antioxidantes a estas moléculas (Balsano y Alisi, 2009). Es esta

propiedad antioxidante la que ha llevado a los compuestos fendlicos ganar un gran interés



los dltimos afos, pues se ha correlacionado el consumo diario de frutas de alto contenido
de fenoles con beneficios a la salud humana, al ejercer un efecto protector frente a
enfermedades asociadas a estrés oxidativo celular y al envejecimiento, tales como
enfermedades cardiovasculares, diabetes, Parkinson, entre otras (Haminiuk y col., 2012;

Jaiswal y col., 2013; Verdu y col., 2014).

Las Rosaceas son una de las familias con mas integrantes en el reino de las plantas,
incluyendo alrededor de 100 géneros y 3000 especies aproximadamente, entre las que
destacan miembros de importancia comercial tales como el ciruelo, manzano, durazno,
almendro, pera y cereza, entre otros (Shulaev y col., 2008; Ogah y col., 2014). Los frutos
de estas especies contienen una alta riqgueza y diversidad en compuestos fendlicos que,
ademas de los atributos nutricionales anteriormente mencionados, son responsables de
propiedades organolépticas como el amargor, astringencia, color y aroma (Naczk y Shahidi,
2004; Verdu y col., 2014). Uno de los grupos mas importantes de los compuestos fendélicos
presentes en los frutos son los flavonoides, los cuales a su vez se subdividen en siete
categorias: flavonoles, flavanoles, antocianinas, isoflavonas, dihidrochalconas, flavonas y
flavononas, encontrandose en Rosaceae las cinco primeras categorias (Ogah y col., 2014),
siendo las antocianinas las mas destacadas por sus beneficios a la salud humana al poseer
actividad antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética, entre otros beneficios (Garzén, 2008;

Gonzéalez y col., 2016).

Biosintesis de compuestos fendlicos

La ruta de biosintesis de flavonoides tiene como precursores a tres moléculas de malonil-
CoA (provenientes de la ruta del acido malénico) y a una molécula de 4-coumaril-CoA. Esta
Ultima proviene desde la via del &cido shikimico, donde a partir de fosfoenolpiruvato (PEP)

y de eritrosa-4-fosfato se obtiene, tras una serie de reacciones, el 4cido shikimico, el cual



es convertido a corismato, quien por medio de la via de prefenato dard como uno de sus
productos a fenilalanina, la cual es base de la via general de fenil-propanoides, en donde
se genera al sustrato comun de la biosintesis de compuestos fenilpropanoicos, 4-coumaril-
CoA. Lafenilalanina es convertida en acido cinamico por la enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL), para luego ser hidrolizado por la acido cinamico 4-hidroxilasa (C4H), para generar
acido p-coumarico, el cual finalmente es convertido a 4-coumaril-CoA por la enzima 4-
coumaril/CoA ligasa (4CL) (Vermerris y Nicholson, 2006; Cheng y col., 2016). La biosintesis
de flavonoides (Figura 1) sigue con la condensacion de tres moléculas de malonil-CoA y la
molécula de 4-coumaril-CoA mediante chalcona sintasa (CHS) generandose naringenina
chalcona, la cual tras una serie de reacciones de hidroxilacién y reduccion catalizadas por
chalcona isomerasa (CHI), flavonona 3-hidroxilasa (F3H) y flavonoide 3'-hidroxilasa (F3'H)
dard paso a la formacion de los dihidroflavonoles, dihidrokaemferol y dihidroquercetina,
respectivamente. Estos dihidroflavonoles son precursores base para flavonoles,
antocianinas y proantocianidinas. Los genes codificantes de estas enzimas han sido
clasificados como genes biosintéticos tempranos (EBGs, del inglés Early Biosynthetic
Genes), mientras que aquellos que siguen rio abajo en la biosintesis de flavonoides reciben
el nombre de genes biosintéticos tardios (LBGs, del inglés Late Biosynthetic Genes).
Flavonol sintasa (FLS) cataliza la desaturacion de dihidrokaemferol y dihidroguercetina,
agregando un doble enlace entre C2 y C3, produciendo los flavonoles kaempferol y
guercetina respectivamente. La dihidroflavonol 4-reductasa (DFR) cataliza la reduccion de
dihidroquercetina a leucoantocianidina, la cual es deshidratada por leucoantocianidina
dioxigenasa/antacianidina sintasa (LDOX/ANS) para formar cianidina. UDP-flavonoide 3-O-
glucosiltransferasa (UFGT) cataliza la galactosilacion de cianidina a cianidina 3-glucésido.
Finalmente, tanto leucoantocianidina reductasa (LAR) como antocianidina reductasa (ANR)

catalizan reacciones de reduccion de antocianidinas a flavan-3-oles, en donde LAR reduce



leucocianidina en catequina, mientras que ANR reduce cianidina en epicatequina
(Vermerris y Nicholson, 2006; Morishita y col., 2009; Jaakola, 2013; Xu y col., 2015; Cheng

y col., 2016).
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Figura 1. Ruta biosintética de flavonoides en Prunus salicina L.. Flavonoles, antocianinas y
proantocianidinas poseen un precursor comun llamado dihidroflavonol, el cual a su vez deriva, tras
una serie de pasos enziméticos, de una molécula de 4-coumaril-CoA y tres moléculas de malonil-
CoA. También se muestra la estructura general de los flavonoides, que consta de un esqueleto base
C6-C3-C6 y que por lo general se encuentra ciclada. Los nombres de las proteinas son: CHS,
chalcona sintasa; CHI, chalcona isomerasa; F3H, flavonona 3-hidroxilasa; F3'H, flavonoide 3'-
hidroxilasa; FLS, flavonol sintasa; DFR, dihidroflavonol 4-reductasa; LDOX, leucoantocianidina
dioxigenasa; ANS, antocianidina sintasa; UGFT, UDP-flavonoide 3-O-glucosiltransferasa; LAR,
leucoantocianidina reductasa; ANR, antocianidina reductasa. En 6valos se encuentran los complejos
proteicos MBW (MYB-bHLH-WDR). TTG1 pertenece a la familia de proteinas WDR. EBGs, Early
Biosynthetic Genes; LBGs, Late Biosynthetic Genes. Las flechas continuas representan pasos
directos en la sintesis de compuestos, mientras que las flechas discontinuas representan multiples
pasos. Imagen extraida y adaptada de Xu y col., 2015.



La expresion génica de EBGs y LBGs es inducida, como se menciond anteriormente, en
respuesta a factores ambientales y fisiologicos como mecanismos de proteccion frente a
patdgenos, radiacion UV, alta intensidad luminica, maduracién de frutos (pigmentacion de
tejidos); como atrayentes de polinizadores, etc. Esto requiere de una expresion coordinada
de grupos de hormonas y factores de transcripcion encargados de regular a dichos genes
de unaforma espacio-temporal precisa, donde en general hormonas como acido abscisico,
jasmonato y etileno actiian como inductores, mientras que giberelina actia como represor
(Xu y col., 2015). La produccién de etileno en ciruela se ha visto correlacionada con la
pigmentacion roja de la piel (por acumulacion de antocianos) durante la maduracion del
fruto, actuando sobre siete genes estructurales (PAL, CHS, CHI, F3H, FDR, LDOX/ANS y
UFGT) y sobre el factor de transcripcion MYB10, involucrados en la etapa inicial de la via
biosintética de antocianinas (El-Sharkawy y col., 2009; Cheng y col., 2016). Se observé que
tras un tratamiento de etileno exdégeno hubo un aumento en los niveles de expresion de los
genes estructurales de la ruta biosintética de antocianos junto con el factor de transcripciéon
MYB10, en una etapa temprana de acumulacion de antocianos en las ciruelas, lo que
sugiere el rol clave que tiene MYB10 como regulador en la acumulacién de antocianos en
estos frutos a través de la sefializacion de etileno. Ademas, este aumento en los niveles de
expresion de los genes estructurales se correlaciond estrechamente con el aumento del
nivel de expresion de genes de los receptores de etileno ETR1 (del inglés Ethylene
Receptor 1) y ERS1 (del inglés Ethylene Response Sensor 1), mientras que la expresion
de los siete genes de factores sensibles al etileno (ERF, del inglés Ethylene-Responsive
Factor) estudiados mostré un patrén diferencial de expresion en las distintas etapas de
desarrollo del fruto, sugiriendo que los ERFs cumplirian diversas funciones en la regulacion
de la acumulacion de antocianos (Cheng y col., 2016). En cuanto a factores de

transcripcion, se ha demostrado que el diverso complejo proteico MBW (MYB-bHLH-WDR)



conformado por las familias de proteinas MYB (del inglés myeloblastosis, factores de
transcripcion con dominio MYB de union a DNA conservado en plantas), bHLH (del inglés
basic Helix-Loop-Helix, factor de transcripcién con estructura del dominio de unién a DNA
hélice-vuelta-hélice) y WDR (del inglés Tryptophan-Aspartic Acid Repeat, factores de
transcripcion que contienen el dominio WD-40 repetido) regulan a nivel transcripcional y
post-transcripcional tanto a los genes tardios de la via como a la acumulacién celular
especifica de los diversos flavonoides producidos en varios tejidos vegetales (Xu y col.,
2015). Otro importante factor de transcripcion es ANACO078 de la familia NAC (NAM-ATAF-
CUQ), el cual regula la biosintesis de flavonoides y la acumulacion de antocianinas en
condiciones de estrés por alta intensidad luminica (Morishita y col., 2009). Otros factores
de transcripcion que participan en la regulacién de flavonoides bajo condiciones de estrés
son WRKY, bZIP (cierre de leucina de dominio basico), HSF (factor de transcripcion

inducido por estrés térmico) y varias clases de dedos de zinc (Morishita et al., 2009).

Por dltimo, otro factor a tener en cuenta es el transporte subcelular de los compuestos
fendlicos, el cual si bien aun no esta del todo clarificado, se tiene la hipétesis de que se
existen tres mecanismos no exclusivos, acoplados y redundantes para el transporte de
flavonoides hacia las vacuolas (compartimiento subcelular que corresponde al destino final
de estas moléculas): a través del tréfico vesicular, transportadores de membrana y el

complejo glutation S-transferasa (GST)-flavonoide (Zhao, 2015).

Seguln estudios de biologia celular, el transporte de flavonoides mediante vesiculas
pequefias es guiada desde el Reticulo Endoplasmatico (RE) y/o Golgi por microtibulos y
citoesqueleto de actina hacia la vacuola central, en donde la fusién vesicular incluye la
participacion de receptores de proteinas de union al factor sensitivo a N-etilmaleimida

(SNAREs), GTPasas, proteinas de unién a citoesqueleto como la proteina Semilla
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Fluorescente Verde 9 (GFS9), entre otras. Se ha visto que GFS9 juega un rol importante
en la maquinaria del transporte y entrega de flavonoides a la vacuola central, pues se ha
observado en mutantes deficientes de GFS9 de vid y Arabidopsis (Zhao, 2015) fallas en el
trafico vesicular con la fragmentacion de las vacuolas, agregacion de vesiculas alargadas

e incapacidad de acumular proantocianidinas (PAs) en semillas.

En cuanto a los transportadores de membrana y a GST, se ha sugerido que los
transportadores MATE (Extrusion de multidrogas y compuestos toxicos) presentes en
tonoplastos y en vesiculas pequefias pre-vacuolares, transportan PAs y antocianinas
aciladas al tonoplasto desde vesiculas pequefias provenientes del reticulo endoplasmatico
(RE), mientras que los transportadores ABC participan en el secuestro vacuolar y en la
secrecion de flavonoides fuera de la célula, de forma dependiente a glutation (GSH), como
es el caso de transportadores ABCCL1 (transportadores ABC del tipo C) de vid, los cuales
necesitan estrictamente GSH libre para el transporte de la antocianina malvidina 3-O-
glucosido (M3G) hacia las vacuolas, sin alterar la estructura de M3G ni formar un conjugado

GSH-M3G (Francisco y col., 2013).

A pesar de que ninguna proteina del complejo GSTs cataliza la conjugacion flavonoide-
GSH y tampoco hay evidencia disponible para el transporte de estos conjugados mediados
por ABC, se sabe que GSH estimula la acumulacion de flavonoides y que la localizacién
subcelular de GST dependeria de la presencia de antocianinas y PAs en las células
vegetales, con lo que se hipotetiza que la unién de GST con GSH y flavonoides proveeria
a ABCCs presentes en el tonoplasto de ambos substratos protegidos para su co-transporte

hacia las vacuolas (Zhao y Dixon, 2010).

Estos tres mecanismos (tréfico vesicular, transportadores de membranay el complejo GST-

flavonoide) actuarian de forma colaborativa en el transporte de flavonoides, donde
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transportadores MATE (como TT19) secuestran antocianinas desde el citosol hacia
vesiculas pequefias, mientras que el complejo GST participa en la acumulacion de
antocianinas en estas vesiculas a la vez que facilita de GHS libre para el cotransporte de
dichas vesiculas através del trafico vesicular acoplados a transportadores ABCC1 hacia la
vacuola central, fusiondndose estas vesiculas con ayuda de GFS9 (Gomez y col., 2011).
Asi pues, estos tres mecanismos trabajan acoplados y/o de forma simultdnea, entregando
diversas y redundantes rutas de transporte de flavonoides y PAs, lo que a su vez otorgaria
mayor plasticidad y eficiencia en la regulacion espaciotemporal de la distribucion y

almacenaje de estos compuestos fendlicos.

Analisis de QTLs: interaccion entre genética cuantitativa y genémica

Es comun que para un rasgo de interés agrondémico (rendimiento, contenido de compuestos
fendlicos, periodo de desarrollo del fruto, etc.), su expresion fenotipica esté influenciada por
varios genes que contribuyen en distintas magnitudes, recibiendo estos rasgos el nombre
de rasgos cuantitativos, complejos o poligénicos, en contraste con los cualitativos,
mendelianos 0 monogénicos cuya expresion fenotipica esta influenciada por uno o pocos
pares de genes, siendo responsables de variaciones discretas como por ejemplo el tipo de
adhesion de la pulpa al carozo en durazno, lo cual determina en gran parte el futuro uso de

la fruta, es decir, si sera enlatada, secada o como fruta de mesa (Wuy col., 2005).

Las regiones del genoma donde se encuentran genes asociados a rasgos poligénicos
reciben el nombre de Loci de Rasgo Cuantitativo o QTL (del inglés Quantitative Trait Loci)
(Collard y col., 2005). La variacion fenotipica presentada en estos rasgos complejos es
multifactorial, ya que es influenciada por el ambiente en que se desarrolla la planta
(condiciones climéticas, de suelo, tratamientos y manejos agronomicos, etc.), al

polimorfismo que presentan los genes que gobiernan aquel QTL y ala interaccion ambiente-
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genotipo, de modo que uno o varios QTLs pueden incidir en un fenotipo de interés (Abiola
y col., 2003). Los QTLs en general corresponden a loci polimérficos, es decir, presentan
variaciones de secuencia entre individuos de una determinada poblacion, debido a
mutaciones en el DNA (sustitucion, delecion y/o adicién de bases nucleotidicas), lo que
puede generar variaciones en la abundancia del transcrito correspondiente y/o la actividad
de la proteina expresada (Griffiths y col., 2005). De este modo, un rasgo cuantitativo se
expresa en fenotipos cuya magnitud variara de forma continua, segun las contribuciones
aditivas que haga cada variante de cada gen que participa en el proceso biolégico en

estudio, ademas de la influencia del ambiente.

Para lograr identificar QTLs de interés, se debe llevar a cabo andlisis de QTLs, que son
procedimientos genético-estadisticos que permiten mapear QTLs involucrados en rasgos
de interés, es decir, ubicar la posicibn en el genoma de las regiones cuya variacion
genotipica se correlacione de manera significativa con la varianza fenotipica en una
poblacion segregante determinada, entendida como un conjunto de individuos de la misma
especie que presente un grado de variacion genética, por ejemplo colecciones de
germoplasma o familias provenientes de cruzas controladas. La identificacién de estos
QTLs es uno de los primeros pasos para descubrir genes candidatos involucrados en el

control de fenotipos de interés (Collard y col., 2005; Salazar y col., 2017).

Dependiendo del tipo de poblacién, se pueden distinguir dos principales métodos de analisis
de QTL: estudios de asociacién a escala gendmica (GWAS, del inglés Genome-Wide
Association Studies) en el caso de poblaciones naturales o colecciones de germoplasma, y
QTL basados en ligamiento para el caso de poblaciones provenientes de cruzas

controladas bi-parentales.
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Ambos andlisis tienen en comin la bldsqueda de loci que presenten correlaciones
significativas entre sus distintas clases (o alelos) y los valores fenotipicos para cada alelo.
Como en cualquier andlisis de correlacion, el coeficiente R? representa el porcentaje de la

varianza fenotipica total del rasgo que es explicado por el locus en cuestion.

Para llevar a cabo ambos tipos de analisis, necesitamos que la poblacién a estudiar sea
segregante, fenotipificada y genotipificada. Una poblacién segregante, es decir derivada
mediante reproduccion sexual, presenta individuos con distintas variaciones genéticas para
uno o varios rasgos de interés, lo que permite la construccién de mapas de ligamiento, que
indican las posiciones y distancias relativas entre los loci a lo largo de los cromosomas.
Para obtener un mapa de alta resolucién se requiere de una poblacién superior a los 100
individuos, ganando precision en la medicién de las distancias genéticas (Collard y cal.,

2005).

Respecto al fenotipeo, es importante tener en cuenta que el fenotipo de una planta se ve
afectado por la interaccion ambiente-genotipo, por lo que un mismo rasgo de interés de la
poblacion a estudiar presenta diversas variantes fenotipicas, pudiendo ser estas variantes
decisivas para la produccion del rasgo de interés, por lo que evaluar y caracterizar las
propiedades fenotipicas de una poblacion vegetal es vital para futuros programas de

mejoramiento genético.

Respecto al genotipeo, este permite obtener el perfil genético (genotipo) de los individuos
de una poblacién, conociendo las variaciones genéticas presentes en dicha poblacién y por
tanto la presencia de loci polimérficos, lo que permite trazar la heredabilidad de sus
progenitores. Estas variaciones genéticas en loci polimoérficos son usadas para generar
marcadores moleculares, que son secuencias nucleotidicas distintivas ubicadas en zonas

estrechamente ligadas a genes polimérficos, en posiciones especificas que permitirdn
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generar mapas genéticos para los parentales de la poblacién segregante. En este trabajo
se usaron marcadores moleculares llamados SNPs (del inglés Single Nucleotide
Polymorphism), los cuales proporcionaran informacion inicial sobre la segregacion de loci
polimérficos, cuyos alelos siguen una distribucion mendeliana en cruces experimentales
(Eduardo y col., 2013; Hackett y col., 2013; Pacheco y Silva Linge, 2015; Salazar y col.,

2016).

La ubicaciéon o mapeo de los QTL es otro de los aspectos que diferencian los dos tipos de
andlisis de QTL. Para el caso del GWAS, en general se utilizan marcadores de posicion
gendmica conocida, sin embargo, la asociacion entre marcadores y el QTL (de posicién
desconocida) se lleva a cabo en base al desequilibrio de ligamiento (propiedad que
presentan genes que no segregan independientemente, pues su frecuencia de
recombinacion es menor al 50% y por tanto segregan juntos). En el andlisis basado en
ligamiento, como su nombre lo indica, el parametro para ubicar los QTL en cuestion es el
ligamiento, el cual se determina por medio del calculo de frecuencias de recombinacién
entre dos marcadores. Es por esto que un paso importante es la generacion de un mapa
de ligamiento a partir de los datos provenientes del genotipeo, el cual entrega informacién
sobre la segregacion de marcadores polimérficos (SNPs), provenientes de gencotipeo por
secuenciacién (GBS del inglés Genotyping By Sequencing) y que, en este trabajo, poseen
como cadificacion, la posicion en el genoma de referencia Durazno v1 (Verde y col., 2013;

Salazar y col., 2017; Salazar y col., 2020).

El genotipeo junto con la generacién de una poblacion segregante, en la cual existe una
mezcla de variantes genotipicas, son necesarias para el andlisis de ligamiento, en donde
las fracciones de ligamiento entre marcadores son calculadas usando el valor LOD (del

inglés Logarithm of Odds) que indica la probabilidad de ligamiento frente al no ligamiento
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entre un par de marcadores y por tanto, las frecuencias de recombinacién entre
marcadores. Por ejemplo, para un par de marcadores con un valor LOD 3 (valor minimo
usado por convencién para la construccion de mapas genéticos) indica que es 1000 veces
mas probable que dichos marcadores se encuentren ligados a que no estén ligados. De
esta manera es posible inferir las distancias relativas y el orden entre los marcadores
generando los grupos de ligamiento de la poblaciéon segregante. Unos de los software
ampliamente usado para la construccién de mapas genéticos es JoinMap de Kyazma el
cual permite trabajar con diferentes tipos de poblaciones experimentales como poblaciones
F2, de retrocruzamiento (o BC del inglés BackCross), endogamicas recombinantes y de
dobles haploides (DH). También permite convertir las frecuencias de recombinacién a

centiMorgans (cM).

Luego, para el caso del andlisis basado en ligamiento, existen varias estrategias de
busqueda de QTLs: analisis no paramétricos por marcador individual por Kruskal W allis que
calcula si el valor fenotipico difiere entre las variantes genotipicas para un marcador dado;
Interval Mapping (IM), el cual analiza intervalos entre marcadores ligados compensando el
efecto de los eventos de recombinacién que pudiesen ocurrir entre el marcador y el QTL;
Multiple QTL Mapping (MQM) que considera el efecto de QTLs vecinos en la varianza
residual, reduciendo la varianza del QTL analizado, aumentando la potencia del test y la
precision en la ubicacion del QTL; Composite Interval Mapping (CIM), que combina IM con
regresion lineal haciendo mas preciso y efectivo el mapeo de QTLs (Collard y col., 2005).
El nivel minimo de significancia para declarar a un QTL hallado como real es determinado
mediante pruebas de permutacién, en donde los valores fenotipicos son mezclados

mientras los valores genotipicos son mantenidos constantes para realizar analisis QTL que
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evaltan el nivel de asociaciones marcador-rasgo falsas positivas, con lo cual se determina

el nivel de significancia minimo al repetir este analisis sobre 500 veces.

De esta manera, el QTL determinado, correspondera aquel intervalo entre los dos
marcadores SNP con mayor significancia. En dicho intervalo debieran de haber variantes
genotipicas ligadas a los loci o marcadores mapeados, donde se encuentran las mutaciones
causantes de la variacion del fenotipo. Ademas, como se mencioné antes, los resultados
del analisis indican el porcentaje de contribucién que cada uno de estos loci ejerce sobre la

variacion fenotipica (Salazar y col., 2016; Salazar y col., 2017).

De este modo, el analisis de QTL corresponde a una estrategia que nos permitiria
determinar aquellas regiones del genoma que contienen genes involucrados en la
regulacién, biosintesis u otros procesos mencionados anteriormente, con un impacto en el
contenido final de compuestos fenodlicos en frutos. Ademas, los marcadores que definen
tales regiones pueden ser utilizados para la seleccién anticipada de individuos de cruzas
gque posean los alelos favorables para el caracter de interés en los marcadores
determinados, permitiendo aumentar la eficiencia en la generacién de nuevas variedades
con un mayor potencial de alimento funcional, siendo ejemplo de esto los trabajos de
Rousseaux y col., 2005, quienes usaron lineas de introgresion de la especie de tomate
silvestre Lycopersicon pennellii en la variedad doméstica de tomate Lycopersicon
esculentum encontrando QTLs asociados al contenido de compuestos fendlicos, acido
ascorbico y B-caroteno, evidenciando que la introgresion de germoplasma silvestre puede
mejorar la calidad nutricional en tomates. Otro trabajo sobre analisis de QTLs en lineas
introgresivas, entre el tomate domesticado Solanum lycopersicum y la especie silvestre
Solanum chmielewskii, fue desarrollada por Ballester y col.,, 2016, encontrando QTLs

asociados a la acumulacion de flavonol glucésido y de alcaloides, corroborando el potencial
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de especies silvestres como fuente de mejoramiento genético sobre la calidad nutricional

de frutos comerciales.

Prunus salicina L. como modelo de estudio

En Chile, una de las especies de Rosaceas mas cultivada para exportacion es el ciruelo
asiatico (Prunus salicina L.), el cual ocup6 el noveno lugar en la producciéon nacional
(segundo carozo mas exportado después de la cereza) con 136.758 toneladas el afio 2018
segun ODEPA en su “Boletin de fruta fresca. Diciembre 2019” (“Exportaciones anuales”).
Este fruto de carozo puede contener mas de 40 compuestos fendlicos (Jaiswal y col., 2013),
siendo un objetivo interesante para estudiar su potencial de mejora genética como alimento
funcional. El contenido de compuestos fendlicos en el fruto del ciruelo corresponde a un
caracter cuantitativo, ya que se ha descrito que depende de la variedad (componente
genético) y es influenciado por variaciones ambientales (Venter y col.,, 2013, 2014,

Gonzélez y col., 2016).

El objetivo de un programa de mejoramiento genético en cultivos vegetales es obtener
variedades con mayor produccion y calidad del fruto, ya sea mejorando rasgos asociados
al desarrollo del fruto (tiempo de madurez, peso, color, forma, etc.) u otros rasgos asociados
al crecimiento y proteccion de la planta (mayor resistencia a enfermedades, crecimiento
vigoroso, mejor aprovechamiento de nutrientes, etc.). En este sentido la poblacién F1
“9899” x “Angeleno” es un material valido para un programa de este tipo, pues en los
trabajos realizados por Salazar y col., 2020 se analizé la presencia de QTLs asociados a
rasgos de interés agrondmicos, hallandose variantes de SNPs que segregan para el color
de piel y pulpa, tiempo de maduracion del fruto, indice de degradacion de clorofila y peso

del fruto.
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Por tanto, teniendo todo lo anterior como precedente, en este seminario de titulo se trabajo
bajo la hipétesis de que existen regiones del genoma del ciruelo asiatico cuya variaciéon
se correlaciona con la varianza fenotipica del contenido de antocianos y familias de

compuestos fenolicos en el fruto.

Para probar dicha hipétesis el principal objetivo es identificar mediante analisis de QTLs,
aquellas regiones del genoma involucradas en el contenido de componentes fendlicos de
variedades de Prunus salicina L., bajo. Para esto, se realiz6 la extraccion y cuantificacion
de compuestos fendlicos presentes en muestras de pulpay piel en individuos de la progenie
F1 de ciruelos, provenientes del cruce entre las variedades “98.99” y “Angeleno”, contando
también con mapas genéticos para cada parental usando marcadores moleculares SNPs
(Salazar y col., 2020), lo que posteriormente permitié llevar a cabo el andlisis de QTLs para
la asociacion fenotipo-genotipo de compuestos fendlicos presentes en Prunus salicina L.
La identificacion y caracterizacion de QTLs candidatos permitirA generar marcadores
moleculares para programas de mejoramiento basados en Seleccién Asistida por
Marcadores (MAS, del inglés Marker-Assisted Selection), herramienta biotecnol6gica usada

para mayor eficiencia en el desarrollo de nuevas variedades vegetales.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El material vegetal utilizado incluyé dos cultivares de ciruelo asiatico, “98.99” y “Angeleno”,
y algunos individuos de una progenie F1 derivada del cruce de ambos cultivares. La
progenie (98.99xANG, 167 plantulas) se encuentra en la Estacién Experimental Rinconada
de Maipu (Santiago, Chile) en 2011. El parental materno, “98.99” es una seleccion de
maduracion temprana-media de piel roja y pulpa amarilla de alta calidad organoléptica,
mientras que el parental paterno “Angeleno” posee un genotipo de madurez tardia-media
con piel parpura y un excelente rendimiento poscosecha (Salazar y col., 2017; Salazar y

col., 2020).

Evaluacion de la calidad de la fruta

En este estudio consideramos muestras de frutos de 92 y 80 individuos de la progenie
9899xANG (de aqui en adelante “98ang”) en las temporadas 2015-2016 y 2016-2017,
respectivamente. Los datos de rasgos de interés agrondmico fueron obtenidos de Salazar
y col. (2020) que corresponden a: periodo de desarrollo del fruto (FDP, del inglés Fruit
Development Period), tiempo de madurez (RT, del inglés Ripening Time), color de piel y
pulpa (parametros L, a, b, C*, H°), peso, cubrimiento, indice de absorbancia de clorofila
relacionado a madurez (lap) en piel y pulpa (Contador y col., 2016), grados Brix (SS), pH y

acidez.

Cuantificacion familias de fenoles y actividad antioxidante (AOX)

Luego de la cosecha (determinada segin Contador y col. (2016), cuando los frutos
alcanzaron valores de lap entre 1 a 1,4 unidades y una textura cercana a los 40 N), los
andlisis fenotipicos mencionados se llevaron a cabo después de un dia de incubacién a

25°C, considerando diez frutos por individuo. Luego de analizar fenotipicamente cada
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individuo, y para considerar la variabilidad en el contenido de fenoles producida por la
variacion en condiciones ambientales dentro de la planta, se agruparon muestras de tejido
de exocarpo (piel o "sk") y mesocarpo (pulpa o "fl') de tres frutos. Asi se generaron tres
muestras por individuo, las cuales consideramos como triplicados (réplicas técnicas/fruto).
Para evitar la oxidacion de los tejidos, estas muestras fueron congeladas en nitrégeno
liquido inmediatamente después de su andlisis fenotipico y almacenadas a -80°C hasta su

uso en este estudio para extraccion de compuestos fendlicos (Figura 2).
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Figura 2. Representacién grafica del proceso de obtencidon de extractos metandlicos para
analisis por HPLC y por ensayos espectrofotométricos. Se observa el proceso completo desde
la cosecha de 10 frutos en posiciones aleatorias de cada accesion, su almacenaje en frio por un dia
y la divisién de estos 10 frutos en tres réplicas bioldgicas. Cada réplica es separada en piel y pulpa
moliendo 3 y 10 gramos de tejido respectivamente para ser macerados, obteniéndose de esta
manera extractos metandlicos para andlisis de antocianos individuales y ensayos
espectrofotométricos. Figura tomada y adaptada de Pacheco y col., manuscript under preparation.

Maceracidn y extraccién compuestos fendlicos
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Para la cuantificacion de compuestos fendlicos, muestras de piel (3 g) y pulpa (10 g) fueron
molidas en molinillo (A 11 Basic, IKA, China) en presencia de nitrdgeno liquido hasta
obtener un polvo. La extraccion se realizé con metanol 80% (10 mL), incubando en hielo,
para luego sonicar (sonicador Elmasonic E 30 H, Elma, Alemania) y finalmente centrifugar
(Centrifuga universal Z 326 K, Hermle, Alemania). Una parte del sobrenadante fue
concentrado (Concentrador Savant DNA 120 SpeedVac System, Thermo Fisher Scientific,
USA) en proporcion 1:2 para cuantificacién de familias de fenoles y actividad antioxidante
y para andlisis de antocianos via HPLC-DAD. El resto del sobrenadante se concentré diez
veces respecto de su volumen inicial para realizacion de protocolo de extraccion de fenoles
de bajo peso molecular (FBPM), no considerada en este trabajo. En ambos casos, tras la
concentracion, las muestras se filtraron (0,22 um) y se almacenaron en viales d&mbar a 4°C

hasta su analisis.

Ensayos espectrofotométricos

Los siguientes ensayos espectrofotométricos fueron realizados en placas de 96 pocillos y
se realizaron triplicados técnicos para cada muestra, incluyendo los estandares respectivos
a cadamétodo. En total, por cada individuo se realizaron 18 determinaciones por temporada
(dos tejidos x tres réplicas técnicas/determinacion x tres réplicas/fruto). Para cada muestra
se determind la concentracion de fenoles totales, flavonoides totales y proantocianidinas
totales, ademas de estimar la actividad antioxidante por FRAP y DPPH, mediante los
métodos que se mencionan a continuacion. Para la medicién de absorbancia utilizamos un

espectrofotémetro para placas de 96 pocillos Infinite M200 Pro NanoQuant (Tecan, Suiza).

La cuantificacion de fenoles totales se realiz6 mediante el método de Folin y Coicalteau
adaptado por Mubarak y col. (2012), para placas de 96 pocillos (15 pl muestra/pocillo). El

reactivo de Folin-Coicalteau contiene molibdato y tungstato sodicos, los que son reducidos
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por fenoles, generando un complejo fosfomolibdato-fosfotungstato con un méaximo de
absorcion de 765 nm, con una intensidad proporcional al nimero de grupos hidroxilos
fendlicos oxidados (Marina y col., 2008). Para determinar el contenido de fenoles a partir
de la absorbancia se construyd una curva de calibracion con soluciones de &cido gélico
entre 0 y 600 pg/mL en metanol 80%, para luego expresar los resultados en mg de

equivalentes de acido Galico (GAE) por kg de fruta fresca.

La determinacion del contenido de flavonoides totales se efectio mediante el método de
Alvarez-Parrilla y col. (2011) adaptado a placas de 96 pocillos (15 pl muestra/pocillo). Esta
determinacién se basa en la formacion del complejo flavonoide-aluminio, en donde el
aluminio se une de manera labil a grupos orto-dihidroxilos en el anillo A o B de flavonoides,
formandose una solucion de coloracion amarilla, la cual al ser adicionado NaOH se torna
de color rojo, con un maximo de absorcion de 510 nm. Para la curva estandar se utilizaron
concentraciones entre 0 y 600 pg/mL de catequina en metanol (n=30), se ley6 absorbancia
a 510 nm y los resultados fueron expresados en mg de equivalentes de catequina por kg

de fruta fresca.

La cuantificacién de proantocianidinas totales se hizo a través del método DMACA (Arnous
y col., 2002) adaptado a placas de 96 pocillos (25 ul muestra/pocillo). En este método el p-
dimetilaminocinnamaldehido (DMACA) reacciona selectivamente con el Cg del anillo A de
la unidad terminal de proantocianidinas, generando un complejo con un maximo de
absorcion a 640 nm (Wallace y Giusti, 2010). La curva de calibracién se construy6 con
soluciones de catequina en concentraciones entre 0 y 50 pg/mL en metanol al 80% (n=30).
Los resultados fueron expresados en mg de equivalentes de catequina por kg de fruta fresca

(mg eq CAT/KgF).
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La capacidad antioxidante fue estimada usando el método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) siguiendo el protocolo descrito por Yang y col. (2017) adaptado a placas
de 96 pocillos (2 ul muestra/pocillo). Este método se basa en la capacidad reductora que
tienen las muestras, a un pH bajo (3,6), al reducir el complejo Trotripiridiltriazina-Fe (IIl) a
su forma ferrosa (TPTZ-Fe (Il)), desarrollandose un intenso color azul con absorbancia de
593 nm. En este ensayo, se usa un exceso de Fe(lll) de tal forma que el factor limitante de
la velocidad de formacion del complejo ferroso y, por tanto, del color es la capacidad
reductora que posee la muestra (Benzie y Strain, 1996). La curva de calibracion se
construy6 con soluciones de FeSO4 en concentraciones entre 0 y 1000 pug/mL en agua
(n=30). Los resultados de este ensayo fueron expresados en moles equivalentes de Fe (ll)

por kg de fruta fresca.

Por ultimo, como segundo ensayo para la determinacién de la capacidad antioxidante se
realizé el método de eliminacion del radical libre y estable DPPH (Usenik y col., 2013)
adaptado a placas de 96 pocillos (30 pl muestra/pocillo). Este método se basa en la
reduccién del &tomo desapareado de nitrégeno presente en el grupo hidrazina del radical
2,2 difenil 1-picrilhidrazil (DPPH) al recibir un &tomo de hidrégeno por parte de las muestras
antioxidantes, haciendo que la solucién pase de una coloracién violeta intensa a una
solucién con una coloracién cada vez mas atenuada, dependiendo de la capacidad
reductora de la muestra y de absorciéon a 520 nm (Kedare y Singh, 2011). La curva de
calibraciéon se construyé con soluciones de Trolox en concentraciones entre 0 y 35 pug/mL
en agua (n=30). Los resultados fueron expresados en moles de equivalente de Trolox por

kg de fruta fresca.

Determinacion de antocianos por HPLC
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La determinacion de antocianos individuales se realizé6 mediante HPLC acoplado a Detector
de red de diodos (DAD, del inglés Diode Array Detector). Este sistema permite la deteccion
de compuestos en un rango de longitud de onda que cubre el espectro visible y el
ultravioleta, permitiendo la identificacion tentativa de compuestos en base a sus
caracteristicas espectrales UV-Vis. Aquellos compuestos que no fueron identificados se
nombraron como “Compuesto X”, donde X corresponde a cualquier letra del abecedario

partiendo de la A en orden consecutivo.

Caracterizacion de peaks de antocianos presentes en ciruelo asiatico

Previo a este trabajo, se llevé a cabo la caracterizacion por espectrometria de masas de los
perfiles cromatograficos de antocianos obtenidos para maceraciones de distintas
variedades de ciruela, incluidas ‘98.99', ‘Angeleno’ y una mezcla de extractos que
representan toda la diversidad de antocianos en las variedades disponibles de ciruela. Los
peaks fueron identificados comparandolos con estandares y reconociendo el valor m/z de

los principales fragmentos en www.massbank.jp.

Para la cuantificacion de antocianos por HPLC-DAD, el compuesto cianidina-3-glucdsido
(C3G) fue usado como estandar, inyectando concentraciones conocidas. Los valores de
absorbancia x tiempo (area bajo la curva del peak C3G) obtenidos fueron utilizados para
construir una curva de calibracion, la cual se empled para la cuantificacion de los demas
compuestos. De este modo se analizaron extractos metanolicos filtrados (0,22 um) de
muestras de piel y pulpa, provenientes de 85 individuos F1 de ambas temporadas mediante

HPLC-DAD.

Andlisis de datos fenotipicos: generacidon de histogramas y correlaciones

Una vez obtenidos todos los datos fenotipicos (ensayos espectrofotométricos, antocianinas

individuales, rasgos de calidad de fruta, ver Anexo 1) se crearon matrices de datos en Excel
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separando por tejido (piel y pulpa) y por temporada (T1 y T2) guardando dichas matrices
en formato texto delimitado por tabulaciones (“.txt”) para usar el programa analitico R (R
Core Team, 2018) y asi generar histogramas de distribucion por rasgo (contenido de cada
compuesto), tejido y temporada, mediante un script creado para dicho fin usando comandos
basicos de construccion de histogramas incluidos en R. También se realizaron analisis de
correlaciones entre y dentro de los rasgos fenotipicos por tejido y temporada usando el
método no paramétrico Spearman, aplicando un nivel de significancia de 0,001. Para ello
se cred un script, descargando los paquetes “PerformanceAnalytics” (Peterson y Carl,
2020), “corrplot” (Weiy Simko, 2017) y “Hmisc” (Harrel y col., 2020) en R, con los que se

construyeron matrices de correlacion en base a valores-p significativos.

Determinacion heredabilidad

Todos los rasgos fueron analizados por ANOVA, mediante script (Anexo 14) creado usando
el comando “aov” de R, ajustando como factores independientes el genactipo (individuo),
ano (temporada) y la réplica de fruto (RB) para cada caracter, usando ademas las
correlaciones encontradas mediante el método de correlacion de Spearman para la
determinacién de las covariadas, que son caracteres correlacionados con el rasgo a
estudiar y que por lo tanto podrian estar influenciando el contenido de algiin compuesto.
Para cada caracter analizado (contenido de familias de fenoles y antocianos individuales),
consideramos como "covariada candidata" cualquier rasgo que estuviera correlacionado

significativamente con el caracter bajo estudio.

La heredabilidad en sentido amplio (H?) de cada rasgo se determiné usando los datos de
varianza entregado por ANOVA. Se dividio la varianza debida al genotipo por la varianza
total, entendida como la sumatoria de las varianzas de cada factor incluida la varianza

residual, expresando el valor obtenido en porcentaje.
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Las covariadas candidatas se utilizaron luego para la construccién de modelos de efectos

mixtos y determinacion de BLUP de componente genética (ver a continuacion).

Determinacion BLUPs

Para cadarasgo, se determiné el valor fenotipico que tiene cada individuo dentro de 98ang,
considerando el efecto de la temporada, la réplica de fruto, y valores fenotipicos para
covariadas candidatas. Esto se efectué mediante la generacion de modelos lineales mixtos

(LMM, del inglés Linear Mixed Models) adecuados para cada rasgo.

Se cred un script (Anexo 14) para la generacion de modelos lineales mixtos, descargando
el paquete “Ime4” (Bates y col., 2015), usando las covariadas obtenidas via ANOVA y se
establecié como efecto fijo las réplicas bioldgicas (RB), mientras que accesion, temporada
y el resto de covariadas candidatas fueron considerados como efectos aleatorios, para
determinar el efecto que posee cada accesion en los rasgos analizados. Los modelos
lineales mixtos generados fueron ajustados mediante el criterio de Maxima Verosimilitud
Restringida (REML, del inglés REstringed Maximun Likehood), siendo el menor valor de la
varianza residual y del criterio de informacion de Akaike (AIC, del inglés Akaike Information
Criterion) encontrado el mejor modelo lineal ajustado. La validacion de cada modelo se
realizé graficamente con las funciones “ggplot” y “ggnorm” con las cuales se verifico que los
residuos de cada modelo presentaran homocedasticidad y que la distribuciéon de los
residuos sea normal, respectivamente. Para estimar los efectos aleatorios debidos al
genotipo, y con ello obtener el valor fenotipico para cada individuo, se extrajo el predictor
BLUP (del inglés Best Linear Unbiased Predictor) mediante la funcién “ranef”. Los BLUPs

extraidos de cada modelo fueron usados en el analisis de QTLs.

Mapas de ligamiento de parentales
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Para la realizacién del andlisis de QTLs se usaron los mapas de ligamientos de cada
parental (“98.99” y “Angeleno”) y los datos genotipicos de la progenie 98ang reportados

previamente por Salazar y col. (2020).

Analisis de QTL por marcadores o intervalos simples (KW e IM)

Los datos fenotipicos generados (determinacion de familias de fenoles, caracterizacion de
antocianos individuales y rasgos agronomicos) fueron asociados a los marcadores
genéticos (SNPs) empleados en el mapeo genético mediante el programa MapQTL 6 (Van

Ooijen, 2009).

Primero, se crearon dos nuevos proyectos bajo los nombres “QTL9899 Tesis” y “QTLANG
Tesis”, para el analisis QTL en los parentales “98.99” y “Angeleno” respectivamente. En
cada proyecto se carg0 en la pestafia Population los datos fenotipicos (valores BLUPs de
cada rasgo) y genotipicos (marcadores moleculares presentes en cada individuo de la
poblacion F1, provenientes de Salazar y col. (2017), mientras que en la pestafia Maps se
carg6 el mapa genético del respectivo parental. Luego, para cada rasgo, se realizé una
prueba de permutacion (“PT”, del inglés Permutation Test) entre los datos genotipicos y los
fenotipicos, con el objetivo de determinar el limite de significancia LOD para cada rasgo y

temporada. Los umbrales de significancia se obtuvieron realizando 1000 permutaciones.

Para realizar el andlisis de QTL de caracteres que no presentaron distribuciéon normal, se
realiz6 la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis de asociacibn marcador-fenotipo
escogiendo dicha opcién en la barra Analysis. Posteriormente, se realiz6 la prueba
paramétrica “mapeo por intervalos” (o “IM”, del inglés Interval Mapping), la cual determina
la probabilidad de la existencia de un QTL putativo en el intervalo entre dos marcadores,
escogiendo en la barra Analysis la funcion Interval Mapping y seleccionando todos los

grupos de ligamiento y un rasgo a través de la opcion Analyse for QTLs desde el nodo gtrait
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en la pestafia Population. Los resultados graficos se pudieron observar en la pestafa
Results Charts, en cuyo panel es posible ajustar la linea de valor LOD limite en base al
valor obtenido en PT y asi detectar QTLs candidatos en intervalos en donde los marcadores

moleculares presentaron un nivel de significancia superior al LOD umbral.

Analisis de Modelos de Multiples QTL (MOM)

Un problema que presenta el andlisis de mapeo de intervalos es no considerar el efecto de
QTLs vecinos en la asociacion de un QTL entre una cierta posicion del genoma con la
varianza fenotipica, donde parte de dicha asociacion puede estar determinada por estos
QTLs vecinos (Van Ooijen, 2009). En cambio, el andlisis de mapeo de multiples QTLs
(“MQM”, del inglés Multiple QTL Mapping), toma en cuenta el efecto de la presencia de
QTLs vecinos en la varianza residual, reduciendo la varianza del QTL analizado vy
aumentando la potencia del test y la precision en la ubicacion del QTL. A la vez, considera
la interaccién entre QTLS, que no son vistos por IM, pudiendo descubrir nuevos peaks que
antes no fueron analizados por IM. Para esto es necesario usar a los marcadores que
presentaron un nivel de significancia LOD superior al LOD limite, considerandolos como
cofactores candidatos asociados al QTL. Se escogieron los posibles marcadores cofactores
y se realiz6 un andlisis Automatic Cofactor Selection de la barra Analysis, determinando los
cofactores finales para ser usados en MQM. Luego, se selecciond la opcién Multiple QTL
Mapping de la barra Analysis, escogiendo todos los grupos de ligamiento, un rasgo en
particular y el/los cofactor/es entregados por ACS. Los graficos de QTLs se pudieron
observar en la pestafia Results Charts, ajustando la linea de valor LOD limite en base al
valor obtenido en la prueba de permutacion y asi detectar maltiples QTLs en caso de que

existiesen en posiciones cercanas.
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Tanto los grupos de ligamiento como los intervalos QTLs hallados fueron graficados usando

el software MapChart 2.32 (Voorrips, 2002).
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Deteccion vy cuantificacion de familias de fenoles y actividad antioxidante (AOX) mediante

RESULTADOS

espectrofotometria

A partir de
espectrofotométricos, obtuvimos las curvas de calibracion resumidas en la Tabla 1. La
construccién de estas rectas, asi como el analisis de las muestras de “98ang” se realizaron

por separado en cada temporada (temporada 2015-2016, T1; temporada 2016-2017, T2).

los datos de absorbancia obtenidos en

los distintos ensayos

Los gréaficos obtenidos para las distintas determinaciones se muestran en Anexo 2.

Tabla 1. Rangos de concentracidn y principales parametros de curvas de calibracién de
estandares usados para ensayos espectrofotométricos y HPLC. Se presenta el p-value para

cada coeficiente de determinacion (R?), indicando su significancia.

Compuesto Rango conc. .
Compuesto estandar Temporada estandar (ug/mi) Pendiente Intercepto R2 p-value
T 0- 400 4 10E-03  522E-02 0,9926 <2 2e-16
Fenoles totales Ac. galico
T2 0- 500 3,30E-03 9 50E-02 0,9366 <2 2e-16
T 0- 600 1,00E-03 1,00E-03 0,599 <2 2e-16
Flavonoides totales Catequina
T2 0 - 800 1,00E-03  -1,30E-D2 0,9307 <2 2e-16
o T 0-40 2,84E-02 1,68E-02 0,9703 =2 2e-16
Pruantt;c:;r:dlnas Catequina
T2 0-50 1,31E-02 2 15E-02 00,9336 <2 2e-16
T 0-35 -5,70E-03 -0,2113 0,9501 <2 2e-16
OPPH Tralox
T2 0-35 -6,70E-03 -0,1199 0,9604 <2 2e-16
T 0-1000 500E-04 -2 70E-03 0,9937 <2 2e-16
FRAP Fes04
T2 0-1000 500E-04  5980E-02 0,9854 <2 2e-16
C3G C3G T1 0-100 33,076 155,1 0,9949 <2 2e-16
C3IR C3IR T 0-100 17,837 103,64 09933 <2 2e-16

En general, observamos que todas las curvas obtenidas muestran coeficientes de

determinacion (R?) mayores a 0,95 con probabilidades de error cercanas a 0 (p-values <

31



2,2E-16). Los mayores coeficientes de determinacion se observaron para fenoles totales,
flavonoides totales, y actividad antioxidante FRAP, todos con R?=0,99; los valores menores
de R? se obtuvieron en la determinaciéon de actividad antioxidante por DPPH (R? = 0,95).
Con el objetivo de determinar si las regresiones entre ambas temporadas difieren
estadisticamente, llevamos a cabo analisis de varianza entre los modelos de regresion
lineal obtenidos por cada tipo de determinaciéon, encontrando que el factor “temporada”
tiene un impacto significativo en los parametros de las regresiones lineales para todas las
determinaciones (p-values < 2,2E-16). Por esto decidimos llevar a cabo la prediccion de
valores de concentracién de cada familia de compuestos, usando la curva de calibracion

correspondiente a cada temporada.

Deteccidn y cuantificacion de antocianinas individuales mediante HPLC

Luego de inyectar en HPLC los extractos metandlicos correspondientes a la poblacion
“98xAng” en dos temporadas, 92 (x3 réplicas) extractos en T1 y 80 (x3 réplicas) extractos
en T2, obtuvimos perfiles similares a los mostrados en Anexo 5. En estos perfiles notamos
la presencia mayoritaria de dos picos de deteccidn, previamente identificados mediante
analisis de espectrometria de masas (UHPLC-DAD Orbitrap Electrospray lonization MS)
como cianidina 3- glucésido (C3G) y cianidina 3-rutinésido (C3R). Podemos apreciar
ademas la presencia de una serie de peaks minoritarios, los cuales fueron identificados en

general como antocianos unidos covalentemente a distintas procianidinas (Anexo 3).

Respecto ala cuantificacién de antocianinas individuales, las regresiones lineales obtenidas
paralos compuestos C3G y C3R mostraron coeficientes de determinacion de 0,99 y p-value
< 2.2E-16, sugiriendo que son adecuadas para su uso como curvas de calibraciéon. Cabe
sefialar que para estas determinaciones, utilizamos una curva de calibracién Unica, ya que

se llevaron a cabo paralas muestras de ambas temporadas en un evento de cuantificacion.
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Por dltimo, para la cuantificacion de las antocianinas minoritarias (Compuestos D, E, F, T,

L, R, P, My U), empleamos la curva de calibracion de C3G.

Contenidos de compuestos fendlicos en 98ang

Utilizando las curvas de calibracion mostradas en la seccion anterior, pudimos predecir los
valores de contenido de cada tipo de compuesto en base a los valores de absorbancia. Los
contenidos de cada compuesto o actividad antioxidante para los parentales, asi como los
estadisticos descriptivos para la progenie ‘98xAng’ se resumen en la tabla 2. Cabe senalar
gue solo se muestran valores de contenidos de fenoles en los parentales para la T1, esto
es porgue en la T2 no hubo disponibilidad de muestras para estas variedades. Ademas, de
acuerdo a lo esperado, los contenidos de fenoles totales fueron mayores a flavonoides,
proantocianidinas y antocianinas. En cuanto a la relacion de contenidos de flavonoides,

proantocianidinas y antocianinas, éstos variaron dependiendo de la variedad o individuo.

En general observamos que paratodos los tipos de compuestos y actividades antioxidantes
cuantificadas (Tablas 2 y 3), los valores de concentracion en exocarpo (sk) superan al
menos en dos veces a los valores observados en mesocarpo (fl). Podemos observar
también que los contenidos de fenoles y actividades antioxidantes detectados en la
temporada T1 fueron siempre mayores a T2, indicando una fuerte influencia ambiental en
los rasgos evaluados. Respecto de las distribuciones de frecuencia observadas en ‘98xAng’
para cada compuesto o actividad antioxidante en cada temporada, podemos observar en
los histogramas del Anexo 4 que ninguno de los rasgos evaluados se distribuye
normalmente; esto se confirma en las tabla 2 y 3, donde se muestran valores de
significancia para el test de Shapiro-Wilk (prueba de ajuste a una distribucion normal

tedrica) que no permiten rechazar la hipétesis nula para estas pruebas, indicando que
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ningun set de datos adopta esta distribucion, excepto en la actividad antioxidante por DPPH

en mesocarpo para la temporada T2.

Con el objetivo de observar los potenciales efectos aditivos transmitidos desde cada
parental a la progenie F1, llevamos a cabo comparaciones no paramétricas (prueba U de
Wilcoxon) de los distintos rasgos evaluados entre cada parental y la progenie ‘98xAng’. De
los 34 rasgos estudiados (17 tipos de compuestos cuantificados en dos tejidos, sélo en la
T1, 17 x 2 x 1= 34; tablas 2 y 3), observamos que en 16 de ellos, al menos uno de los
padres muestra un promedio significativamente distinto al de la poblacién (8 en mesocarpo
y 8 en exocarpo; p<0,05). En el caso de los rasgos en que no se encuentran diferencias
significativas entre parentales y poblacion, podrian estar segregando loci con efectos

positivos y negativos simultaneamente.

En cuanto al contenido en mesocarpo (fl), se observa que para los antocianos C3G y C3R
la media poblacional (5,45 ug/Kg PF; tabla 2) es menor a la media de ‘98.99’ y ‘Angeleno’
(4,86 y 7,01 ug/Kg PF, respectivamente; tabla 2), sugiriendo que en la progenie estarian
segregando loci con efectos aditivos negativos para la concentracion de C3R y C3G en
mesocarpo, provenientes de ambos padres. Para las antocianinas compuestos F, L, Py U,
los promedios obtenidos en ambos parentales es de 0 ug eq.C3G/Kg PF, mientras que en
la progenie 98xAng, tuvieron valores promedio de 0,01 ug eq.C3G/Kg PF, sugiriendo que
en ésta podrian estar segregando loci con efectos aditivos positivos para el contenido de

estos compuestos.

En el caso del contenido de fenoles en exocarpo (sk), observamos que para flavonoides
totales y proantocianidinas totales, los contenidos en ambos padres son mayores que los
promedios de la progenie (Tabla 3), indicando que podrian estar segregando loci con un

efecto aditivo negativo. Para los valores de antocianos totales, FRAP, DPPH, C3G y C3R,
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observamos que el parental ‘Angeleno’ muestra una concentracién mayor al promedio de
la progenie ‘98xAng’, sugiriendo que probablemente ‘Angeleno’ contribuye con efectos

aditivos positivos y ‘98.99’ con efectos aditivos negativos para la generacién posterior.

Tabla 2. Parametros estadisticos descriptivos de contenido de compuestos fendlicos en
mesocarpo. El promedio de los parentales (“98.99” y “Angeleno”) para cada rasgo corresponde a
las réplicas bioldgicas (n= 3) de la temporada 1 y su valor es expresado junto con su correspondiente
error estandar. Los promedios y medianas de la progenie “98xAng” para cada rasgo corresponden
al contenido de cada individuo de la poblacion de cada temporada (n= 92, T1; n= 80, T2). Para esta
misma poblacién se presenta el p-value de la prueba de Shapiro-Wilk para cada rasgo. En las
columna de cada parental se presentan valores destacados en rojo, indicando que su diferencia con
respecto a la progenie “98xAng” es significativa (prueba U Mann-Whitney, datos no mostrados). En
la columna Normalidad se destaca en azul aquellos rasgos que presentaron un valor mayor a 0,05y
por tanto su distribucion es normal.

. . Normalidad
Parental '93.99' Parental 'Angelenc’  Promedic 98ang Mediana %8ang
Compuesto Temporada
g PUE wgedKoPF)  (ugeaKgPF)  [ugeaKgPFl  [igeqikgPR (B 7le RO
T 119144 £ 71,35 1106,73 % 182.58 1263,25 160,79 3,30E-04
Fenoles Totales T2 A NA 276,82 269,24 3,30E-04
Flavonsides Total T 12892 =554 127 35 5,56 32161 300,71 5,40E-07
avonoices Tolales T2 i MA 152,90 145,36 2 30E-05
Broaniocianidings fotales T 574,91 £ 41,99 324,45 61,21 407,02 367,74 2,70E-09
T2 NA NA 55,60 7568 2,20E-05
Anfocianinas Totales T 14,92 %1,51 23,77 £ 4,98 13,58 3,52 =22E16
T2 A NA 7.30 1,91 <2 2E-16
— T 118792 t 8645 1701,00 2 29611 1137,37 105988 140E.09
T2 hA NA 239,25 232,56 0,679
FRAR T 435125+ 193709 445573 30465 799,37 541931 =2 ,2E-16
T2 A NA 730,83 £32,96 3,00E-04
36 T 4,86 = 0,52 7,01 £3,77 545 17,21 =22E16
T2 NA NA 334 0.49 < 22E-16
cam T 5,87 = 0,99 B,10 = 4,60 7,50 1,07 =2.0E16
T2 A NA 3,19 063 <2 2E-16
T 0.02 = 0,01 ] 0,02 0.01 <2.0E16
Compuesto D T2 A NA 0,01 0 <22E-16
c o E T 0,03 0,01 0,02 0,01 0,03 0.01 <2.0E16
ompuesto T2 A A 0,03 0,003 <2 2E-16
T 0 0 0,01 0 =2,2E16
Compuesto F T2 NA NA 0,004 0,00 < 2.2E-16
T 0,02 = 0,005 0,03 £ 0,008 0,02 0,01 =2,2E-16
Compuesto T T2 NA NA 0,02 0 =3 9E-16
Comoussio L T 0 1] 0,01 0,00 =2.0E16
mpu T2 A NA 0,02 0,004 <22E-18
T 0 0,01 = 0,007 0,01 0,0008 <2.0E16
Compuesto R T2 A NA 0,01 0 < 22E-16
c o p T 0 ] 0,01 D <2.0E16
ompuesto T2 A A 0 0 <2 2E-16
T 0,07 = 0,01 0,060,084 0,08 0,008 <2056
Compuesto M T2 NA NA 0,05 0,004 <2 2E-16
T 0 0 0,02 D =2,2E-16
Gompuesto U T2 A NA 0,003 0 < 22E-16
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Tabla 3. Parametros estadisticos descriptivos de contenido de compuestos fendlicos en
exocarpo. Presenta la misma descripcion que la tabla 2.

Combuesio Temporada PNl 'S8.9%  Parental Angeleno’  Promedio 93ang Mediana S8ang | ’:;rl’::"da:ba
? mee (g eq/Kg PF) (igeogPF)  [ioegKgPFl  [ugegkaPr] ZTE T

Fenoles Tolales T 498872 % 1456,55  5310,79 = 957,13 449660 4080,46 1 20E-07
T2 MA NA 125415 1209,04 123E-03
. T1 1362,07 = 284,55 1277,90 = 41,07 837,24 726,03 1 80E-05
Flavonoides Totales T2 ME NA 882.65 523,80 8,00E-06
o T1 7864,14 £ 783,09 263203 £ 19,63 679,54 144354 1 10E-11
Proantocianidinas fotales ., MNA MA 47813 44515 3,40E-09
Anfocianinas Total T1 158,56 £ 39,05 361,37 £ 0,06 180,27 138,72 =22E16
ntocianinas | olales T2 NA HA 133,86 102,28 = 2.0E16
— T1 464258+ 133799  6589,75 £ 624,55 3738,03 3620,51 8 90E-08
T2 NA A 1049,07 1045,32 0,0008211
FRAP T1 36236,76 £ 10754,80 4434162 £ 162986  32910,43 31205,26 5 20E-07
T2 MNA MA 464835 4332.01 3.70E-08
36 T1 30,55+ 19,13 61,56 * 61,47 78,30 55,55 4. 70E-13
T2 MNA MA 5831 43,33 < 22E-16
iR T 73,47 + 45 42 56,556 + 56,35 96,05 56,72 <22E16
T2 NA A 70,34 45,90 <2IE-16
. D T1 0,07 + 0,0461 028015 0.24 0,13 22616
ompuesto T2 MA MA 0,07 0,01 = 29E16
T1 0.060,04 0222012 0.23 0,13 =2.2E16
Compuesto E T2 ME A 0,20 0,08 « 2 2E-16
T1 ] ] 0,02 ] =2.9E16
Compuesto F T2 NA NA 001 0 =3 9E-16
T1 ] 0,0708 = 0,036 0.04 D02 =2.3E16
Compuesto T T2 NA NA 0.17 0.05 =3 9E-16
T1 ] 0 0.09 ] =2.9E16
Compuesto L T2 MNA MA 0,04 0,01 <22E-16
. R T1 007 £ 0,05 023012 0.16 0,10 Z2.2E16
ompuesto T2 MA MA 0.13 0 = 29E16
T1 ] D.11=0,06 0.14 0,06 =2.2E16
Compuesto P T2 MNA MA 0,08 0 <22E-16
c oM T 04603 0.95= 0,50 0,20 0,47 =2.9E16
ompuesto T2 MA MA 0,54 0,03 =29E16
T1 1] 0,09 0,05 1,04 0,06 =2.2E16
Compuesto U T2 NA NA 0.04 0 =3 9E-16

Correlaciones entre contenidos de compuestos fenélicos.

Las correlaciones entre el contenido de los distintos compuestos fendlicos evaluados en las
temporadas y tejidos antes descritos, fueron estimadas mediante el método no paramétrico
de Spearman y se muestran en la Figura 3. Respecto a las correlaciones entre compuestos
dentro de una misma temporada y tejido, podemos decir que en general, las correlaciones
mas altas y significativas (p<0,001) se encuentran entre las familias de fenoles, al igual que

entre C3G y C3R con antocianos totales, en ambos tejidos y temporadas.

Respecto al contenido fendlico en pulpa T1 y T2 (Figura 3A y 3B), las correlaciones

obtenidas fueron mayores a 0,7, excepto entre DPPH y FRAP, y entre Flavonoides totales
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y FRAP de la primera temporada (p = 0,6 en ambos). Ademas, observamos que ningun
antociano individual ni antocianos totales correlacionaron con las demas familias de fenoles,
a excepcion del compuesto U en T2 (p = 0,4). Estos resultados sugieren que en la progenie
98xAng, el contenido de fenoles, flavonoides, proantocianidinas y actividades antioxidantes
podrian estar controladas por determinantes genéticos comunes, y que los antocianos
podrian estar reguladas por loci en comun, pero distintos de las demas familias de

compuestos.

Entre los antocianos de pulpa T1, los que presentan mayor cantidad de correlaciones altas
(p > 0,7) son C3G, C3R y los compuestos D, E, Ry M. En el caso de pulpa T2, las
correlaciones fueron menores respecto de T1, donde aquellos que presentan mayor
cantidad de correlaciones altas (p > 0,7) son C3G y C3R. Los antocianos C3G y C3R
correlacionan entre si perfectamente en T1y T2, mientras que con los compuestos E y M

lo hacen con un valor p = 0,8 en T1.

En cuanto a exocarpo, en ambas temporadas se apreciaron mas correlaciones altas (p >
0,8) que las observadas en el mesocarpo, asi como también correlaciones significativas (p-
value<0,001) entre antocianos y las demas familias de fenoles y actividades antioxidantes,
aungue no mayores a 0,6. Las correlaciones entre ensayos espectrofotométricos
presentaron valores p >0,8 con algunas excepciones entre la correlacion de DPPH vy el
resto de ensayos (p >0,6) en ambas temporadas. Entre los antocianos de piel T1, los que
presentan mayor cantidad de correlaciones altas (p = 0,8) son C3G, C3R y los compuestos
D, Ey M, mientras que en piel T2 son C3G y compuestos E, Ty M. C3G y C3R correlacionan
entre si casi perfectamente (p = 0,9); ambos antocianos en T1 correlacionan con los
compuestos D y E con un valor p = 0,9 y en T2 correlacionan con el compuestos E con un

valor p = 0,8.
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Figura 3. Matriz de correlacion de Spearman entre compuestos fendlicos. Matriz de
correlaciones basada en gradiente de color segun coeficientes de Spearman, en donde aquellas
correlaciones positivas y cercanas a 1 poseen color azul y aquellas correlaciones negativas cercanas
a -1 poseen color rojo. Las casillas en blanco corresponden a correlaciones no significativas
(p>0,001). A: Correlacién entre compuestos fenélicos correspondientes a muestras de pulpa, T1; B:
Correlacion entre compuestos fendlicos correspondientes a muestras de pulpa, T2; C: Correlacion
entre compuestos fendlicos correspondientes a muestras de piel, T1; D: Correlacion entre
compuestos fendlicos correspondientes a muestras de piel, T2.

Correlaciones de contenidos de compuestos fendlicos entre temporadas.

A continuacion se examind la correlacion para cada tejido entre temporadas, con el objetivo

de observar la influencia del ambiente en el contenido de familias de fenoles. Los
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coeficientes de correlacion de Spearman para cada tejido se resumen en la tabla 4,
observandose correlaciones significativas (p<0,05) pero con bajos coeficientes de
correlacion entre los mismos caracteres (p<0,5). Las correlaciones mas altas entre
temporadas se encuentran en tejido de pulpa y corresponden a C3G, C3R y Antocianos
totales con valores p>0,29. Estos datos, por lo tanto, indican que existen correlaciones
débiles entre temporadas para los compuestos y familias analizadas, sugiriendo una

significativa influencia ambiental en estos rasgos.

Tabla 4. Coeficientes de correlacion Spearman (p) para compuestos fendlicos en tejidos de
piel y pulpa. Nivel de significancia de la prueba: 0,05.

Compuesto Piel  Pulpa

Fenoles totales 0046 0,186
Flavonoides totales 0168 0,06
Procianidinas totales 0062 0,128

C3G 0110 0,292
C3R 0236 0,294
Antocianos totales 0188 0,299
Compuesto D 0,137 0,004
Compuesto E 0,194 -0,012
Compuesto F 0,049 0,061
Compuesto T 0018 0,055
Compuesto L 0,021 0,155
Compuesto R 0103 0,144
Compuesto P 0030 0,196
Compuesto M 0,116 0,209
Compuesio U 0,132 -0,004
DPPH 0134 0114
FRAP 0,037 0,190

Correlaciones entre contenidos de compuestos fendlicos y rasgos agronémicos.

Con el propésito de determinar si algin compuesto fendlico esta influenciado por
caracteristicas pomoldgicas o fenoldgicas del fruto en la poblacion 98xAng, comparamos

mediante analisis de correlacion de Spearman, entre contenido fendlico y las evaluaciones
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de rasgos agrondmicos entregados por Salazar y col. (2017) para cada tejido y temporada,

con un nivel de significancia dado por un p-value de 0,001, tal como muestra la Figura 4.

Al igual que en el caso de las correlaciones intra-temporadas de antocianos, hay mayor
cantidad de correlaciones significativas en tejidos de piel. En ambos tejidos la mayor
cantidad de correlaciones significativas se encuentran en la primera temporada. La
particularidad esta vez se encuentra en la presencia de correlaciones altas e inversas entre
distintos antocianos (C3G, C3R, comp. E y T mayoritariamente) y varios parametros
asociados al color del fruto en ambas temporadas y tejidos. En cuanto a las familias de
fenoles, estos presentan pocas correlaciones con los datos agronémicos para ambos
tejidos. En mesocarpo solo esta la correlacion entre flavonoides totales y el peso del fruto,
aungue en ambas temporadas. En piel, en T1 se encuentra correlacionado negativamente
fenoles totales y FRAP con rasgos asociados al color, y junto a DPPH correlacionan
positivamente con el grado de cubrimiento del color en el fruto. En T2, s6lo FRAP se

correlaciona negativamente con Color L y positivamente con cubrimiento.
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Figura 4. Matriz de correlaciones de rasgos fenotipicos. Matriz de correlaciones basada en
gradiente de color segln coeficientes de Spearman, en donde aquellas correlaciones positivas y
cercanas a 1 poseen color azul y aquellas correlaciones negativas cercanas a -1 poseen color rojo.
Las correlaciones significativas (p<0,001) presentan un * en su casilla. A: Correlacion entre rasgos
fenotipicos correspondientes a muestras de pulpa, T1; B: Correlacion entre rasgos fenotipicos
correspondientes a muestras de pulpa, T2; C: Correlacién entre rasgos fenotipicos correspondientes
a muestras de piel, T1; D: Correlacion entre rasgos fenotipicos correspondientes a muestras de piel,
T2.

Generacion de modelos lineales mixtos y estimaciones de BLUPs.

Debido a la alta influencia de variables ambientales (temporada) en los fenotipos

observados, sugerida por bajos valores de correlacion entre distintas temporadas,
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decidimos estimar predictores de efectos genéticos aditivos para cada individuo de la
progenie 98xAng, de modo tal que, considerando variables con un alto impacto en la
variabilidad de los rasgos estudiados, podamos estimar un valor fenotipico corregido para
cada individuo. Para esto, se determinaron los mejores predictores lineales no sesgados
(BLUPSs) para cada individuo en cada caréacter, obtenidos a través de modelos lineales
mixtos. La construccion de estos modelos comienza incluyendo como variable fija la réplica
biologica del fruto (RB) y como variables aleatorias la accesion y la temporada, siendo este
el modelo inicial. Luego incluimos iterativamente covariadas que pudieran aumentar el
ajuste y mejorar las distribuciones de residuos. La determinacion de estas covariadas es en
base a aquellos caracteres que resultaron ser factores determinantes mediante ANOVA
(datos no mostrados). EI modelo final para cada caracter es escogido considerando el

menor valor residual y del criterio de informacion de Akaike.

En los anexos 7 y 8 se muestran las variables incluidas en los modelos para cada carécter,
con las covariadas consideradas en los modelos y los valores de ajuste de los modelos
finales para mesocarpo y exocarpo, respectivamente. En los anexos 9-12, se muestran
criterios de evaluacion de los modelos como la distribucion y normalidad de los residuos

(ggplot), respectivamente.

La heredabilidad en sentido amplio de los caracteres en mesocarpo son de mediana
magnitud (£37%), siendo el contenido de flavonoides totales el rasgo con la heredabilidad

mas alta (36,3%), mientras que la heredabilidad mas baja (2,5%) corresponde al caracter

proantocianidinas totales.
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En el exocarpo, la heredabilidad fue de menor magnitud en comparaciéon con el mesocarpo
(£32%). La heredabilidad mas alta (31,4%) corresponde al caracter C3G y la heredabilidad

de menor magnitud (2,4%) corresponde a FRAP.

Los bajos valores de heredabilidad presentes en ambos tejidos, son contrastados con los
altos valores de variabilidad ambiental obtenidos (73,5% y 75,4% en pulpa y piel,
respectivamente), confirmando la gran influencia de las variables ambientales en los rasgos
relacionados a compuestos fendlicos, mientras que los valores moderados en los
caracteres indican que estos presentan componentes genético importantes en el analisis

de QTLs (Oliveiray col., 2014).

La obtencién de los valores genéticos de cada individuo se logra determinando los BLUPs
a partir de los efectos aleatorios debido al genotipo (es decir, a cada accesion) del modelo
lineal mixto final de cada caracter, usando este valor genotipico en el andlisis de QTLS,
corrigiendo el promedio general de la poblaciéon 98xang teniendo en cuenta el efecto real
gue tienen los componentes genéticos en cada rasgo. Un ejemplo de dicho efecto se
observa en el caracter “C3G” en piel (figura 5), en donde la adicion del valor genético corrige
el valor del promedio general de la poblacién 98xang causando una disminucion del 1,32%
en el contenido de cianidina-3-glucésido de la poblacion, siendo el nuevo promedio de la

progenie 98xang 54,62 g iniciales per Kg de peso fresco de fruta.
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Figura 5: Contenido de cianidina-3-glucésido corregido por valor genético estimado (BLUP).
Grafico de barras que compara el promedio del contenido de C3G en piel de la poblaciéon 98xang de
temporada 2, con el nuevo promedio producto de la adicion del valor genético (BLUP) extraido para
este rasgo mediante la generacion de modelos lineales mixtos. El contenido de C3G esta expresado
en ug iniciales per Kg de peso fresco de fruta. En este caso, el valor cero (0) en el contenido de C3G
equivale al promedio de la poblacién para este caracter.

Andlisis de QTLs

Los valores genéticos (BLUPSs) de cada rasgo son usados en el andlisis de QTLs, junto con
los datos genotipicos y los mapas genéticos de cada parental de la progenie 98xang
generados por Salazar y col. (2020). Se detectaron QTLs asociados a compuestos fenélicos
en todos los grupos de ligamiento, con excepcién de LG2 y presentes mayoritariamente en
piel. Los principales parametros informativos del analisis de QTLs se encuentran descritos

en la tabla 5.
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En el mapa genético del parental “98.99” se detectaron 13 QTLs, la mayoria
correspondientes a caracteres de antocianos individuales y en exocarpo, concentrandose
principalmente en LG4. Los QTLs segregantes desde este parental, explican un rango entre
13,1% y 26,7% de la variacion fenotipica de los caracteres, correspondientes a Flavonoides
totales (en pulpa, LG8) y C3G (en piel, LG4), respectivamente. En el caso del parental
“Angeleno”, hay ocho QTLs asociados a compuestos fendlicos, distribuidos principalmente
entre los grupos LG3 y LG5. La variacion fenotipica explicada por cada QTL (al caracter
correspondiente) se encontrd en el rango entre 12,4% y 27,1%, pertenecientes a los QTLs

Compuesto L (en piel, LG3) y Flavonoides totales (en pulpa, LG5), respectivamente.

El valor LOD en el parental materno varié entre 2,77 y 5,12, mientras que en “Angeleno”
varié con un rango mayor, entre 2,79 y 5,69. En ambos parentales, el valor LOD reportado
fue mayor al valor LOD limite determinado mediante la prueba de permutacion (PT,
Permutation Test) en el analisis de QTLs de cada rasgo evaluado. A pesar de esto, los
QTLs detectados, en ambos parentales, para el caracter Compuesto U, no tuvieron un valor
LOD significativo (2,07 y 0,96 para “98.99” y “Angeleno’, respectivamente) y por ende

fueron descartados como QTLs candidatos.

Los ocho grupos de ligamiento junto con los QTLs hallados fueron graficados usando
MapChart 2.32 (Voorrips, 2002) para cada parental y son presentados en Anexo 13. En
LG8 de “Angeleno” se encuentran en la misma posicion, los QTLs Proantocianidinas totales
y DPPH en pulpa (Figura 6), sugiriendo que las proantocianidinas en su conjunto serian las
principales encargadas de la capacidad antioxidante en el mesocarpo del fruto. Otro grupo
de QTLs interesantes se encuentra, como se menciond anteriormente, en LG4 de “98.99”,
en el cual se encontro la mayor agrupacion de QTLs asociados a antocianos individuales,

entre ellas C3G y C3R (Figura 7), donde 7 QTLs se encuentran posicionados en un rango
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pequeiio dentro de este grupo de ligamiento (desde 20,14 cM a 35,16 cM), mientras que el
QTL de compuesto M se encuentra a 42,05 cM. Todos estos QTLs se hallaron en el
exocarpo, lo que sumado a que otros QTLs hallados en esta misma region, asociados a
rasgos de color (Salazar y col, 2017), corroborarian la compleja red de participacion de
diversos genes en el proceso de pigmentacion del exocarpo del fruto, a través de la sintesis
y acumulacién de antocianos, tales como C3G y C3R. Encontrar en aquellos QTLs genes
candidatos relacionados con laregulacion, transporte y biosintesis de compuestos fenélicos
€S un paso importante para un mejor entendimiento de la produccién de estos metabolitos
secundarios y con ello una herramienta para el futuro desarrollo de programas de mejora

genética en ciruelos.
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Tabla 5. QTLs detectados en progenie 99xang mediante analisis Mapeo Miultiple de QTLs
(MQM) y Kruskal Wallis (KW). Tabla resumen de QTLs relacionados a compuestos fendlicos
presentes en los grupos de ligamiento (LG) de ambos parentales. Se indica la posicién y marcador
asociado a cada QTL detectado mediante el andlisis paramétrico MQM (valor LOD y varianza
fenotipica debida al QTL) y el analisis no paramétrico Kruskal-Wallis. La prueba de permutacion
entrega el valor LOD de significancia (p<0,05) de cada QTL para cada rasgo. El nombre de cada
QTL es el mismo a su rasgo correspondiente. El nombre en abreviatura de cada rasgo se encuentra
descrito en Anexo 1.

Rasgo . Grupode Posicion Valor Valor . Variacién fenotipica Marcador
@t) Parental Tejido ligamiento  (cM) LOD Per¢utat|on debida a QTL (%) con LOD KW

est mas alto
Fen 9399 E'—"Qa 3 751 397 28 204 3_02695739 1413
7 28,98 3,22 141 T_14305246 1542

pulpa 27 o

938.99 ] 58,01 3m 131 5_18107776 14,39
Flv piel ] 41,64 317 27 16,1 8_16024758 1238
Angeleno EUIEa ] 29,96 5,69 27 271 5_10866620 16,43
Pea Angel | 5 20,60 5,03 37 17,9 5_051880952 11,69
geleno  puipa 8 4,36 445 : 17,5 8_02960820 17,95
DPPH Angeleno Eulga -] 436 2,79 2.7 155 &_02960820 10,27
C3G 98.99 Eiel 4 339 5,12 28 26,7 4 07429482 22 31
C3R 9399 EiEI 4 2577 4.35 24 21 4_06220253 19,76
CompD Angeleno  piel 3 27,73 5.47 28 232 3_07486878 848
Comp E 9599 Eiel 4 2891 424 2.6 20,5 4_0B577345 20,29
Comp F 98.99 EiEI 4 2577 2,92 23 146 4 06220253 10,19
. 4 25 77 488 20,6 4 06220253 14,95
CompT 9899  piel 7 5549 3,68 24 15 7_18439580 9,60
pulpa 1 7,50 429 13 15,8 1_03223529 255
Comp L 98.99 piel 4 35,16 458 23 18,3 4_07594339 2244
Angeleno Eiel 3 0,62 285 25 124 3_00246196 485
Comp R Angeleno EiEI 4 36,40 Ey 27 16 4 10742408 19,92
CompP Angeleno  piel 3 0,62 3,25 23 16,2 3_00246196 12,81
Comp M 9899 piel 4 42 05 277 27 15,5 4_11045830 1027
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Figura 6: QTLs detectados en LG8 de parental paterno “Angeleno”. Mapa genético del grupo de
ligamiento 8 del parental “Angeleno” con QTLs detectados mediante Mapeo por intervalos (IM, del
inglés Interval Mapping) y por MQM. Cada QTL esta asignado a su caracter correspondiente usando
el mismo nombre. La abreviatura “fl” al lado de cada nombre indica que proviene de tejido de pulpa.
Al lado izquierdo de LG8 se indica la posicion (cM) de cada marcador y a la derecha se encuentra el
marcador asociado a dicha posicién. El gréfico a la derecha indica los valores LOD de cada QTL
identificados por color. Todos los QTLs detectados superaron el valor LOD limite informado en el
andlisis de QTLs de cada rasgo evaluado, indicados en la tabla 5 (valor Permutation Test). Linea
gris punteada indica nivel LOD 3, aceptado como valor minimo de significancia. Simbologia: Pca_fl,
contenido de proantocianidinas totales en pulpa; DPPH_fl, Capacidad antioxidante mediante DPPH
en pulpa.
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Figura 7: QTLs detectados en LG4 de parental materno “98.99”. Mapa genético del grupo de
ligamiento 4 del parental “98.99” con QTLs detectados mediante Mapeo por intervalos (IM, del inglés
Interval Mapping) y por MQM. Cada QTL esta asignado a su caracter correspondiente usando el
mismo nombre. La abreviatura “sk” al lado de cada nombre indica que proviene de tejido de piel y
“fI” de pulpa. Al lado izquierdo de LG4 se indica la posicién (cM) de cada marcador y a la derecha se
encuentra el marcador asociado a dicha posicion. El grafico a la derecha indica los valores LOD de
cada QTL identificados por color. Todos los QTLs detectados superaron el valor LOD limite
informado en el andlisis de QTLs de cada rasgo evaluado, indicados en la tabla 5 (valor Permutation
Test). Linea gris punteada indica nivel LOD 3, aceptado como valor minimo de significancia.
Simbologia: Comp_U_sk, contenido de compuesto U en piel; Cubrimiento, cubrimiento de color en
piel; Comp_T_sk, contenido de compuesto T en piel; Comp_F sk, contenido de compuesto F en piel;
Comp_M_sk, contenido de compuesto M en piel; Color H sk, parametro H* de color en piel;
Color_L_sk, parametro L* de color en piel; Comp_L_sk, contenido de compuesto L en piel;
Comp_E_sk, contenido de compuesto E en piel; C3R_sk, contenido de cianidina 3 -rutinésido en
piel; Color_sk, sobrecolor en piel; Comp_C3G_sk, contenido de cianidina 3 -glucdsido en piel; C_sk,
pardmetro C* de color en piel; C_sk, pardmetro C* de color en pulpa.
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DISCUSION

La influencia ambiental en los compuestos fendlicos

Mejorar la calidad de frutas en cuanto a componentes fenélicos, dandole un valor agregado
al fruto, ha sido un gran desafio en programas de mejoramiento frutal debido a que estos
rasgos son heredados cuantitativamente, y la cantidad almacenada de estos compuestos
esta controlada por varios genes (son rasgos poligénicos), ademas de ser fuertemente
influenciada por el ambiente, como por ejemplo, el ataque de patdégenos, exposicion a alta
radiacion ultravioleta, la presencia de polinizadores, etc. (Howell, 1974; Beckman, 2000;
Jeandet y col., 2002; Jakubska y col., 2005; Zhang y col., 2016). Por esto, separar los
componentes heredables (varianza genética) de los no heredables (varianza ambiental) es
fundamental para establecer métodos apropiados de seleccion en estos programas de

mejoramiento genético (Oliveira y col., 2014).

El fuerte efecto ambiental se observd en otros estudios en diferentes especies de
Roséaceas, por ejemplo Abdelghafar y col. (2020) encontraron 14 QTLs asociados a
compuestos fendlicos en durazno, de los cuales solo un QTL fue estable en los dos afios
analizados. Resultados similares obtuvieron Chagné y col. (2012), quienes detectaron 79
QTLs para 17 compuestos fendlicos presentes en manzana, habiendo solo 7 grupos de
QTLS estables en dos afios de evaluacién, representando a 7 clases compuestos fendlicos.
Finalmente, si bien Verdu y col. (2014) obtuvieron valores de Heredabilidad altos en
extractos de manzana (0,57 — 0,98), de los 171 QTLs detectados son escasos los que
cruzan los 3 afios de evaluacién, representando solamente a cuatro clases de compuestos

fendlicos.

Este efecto ambiental se vio demostrado en la poblacién 98Ang de este trabajo, en donde

los compuestos fendlicos mostraron grandes diferencias en cuanto a su contenido en
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ambas temporadas, siendo los contenidos de compuestos fendlicos de la primera
temporadas superiores a la segunda temporada, visible en las variadas distribuciones
generadas (Anexo 4). Esto aval6 el uso de distintas curvas de calibracion para la
determinacién del contenido de familias de compuestos para cada temporada. Sumado a
esto, las correlaciones de Spearman entre temporadas (Tabla 4) fueron bajas (p>0,30) para
ambos tejidos analizados, piel y pulpa, lo que finalmente fue corroborado mediante ANOVA,
donde se encontré que el factor “temporada” tiene un impacto significativo en los
parametros para todas los caracteres, siendo incluido posteriormente como covariada

aleatoria en los modelos lineales mixtos generados.

A pesar de esta fuerte influencia ambiental, se observan efectos aditivos transmitidos desde
cada parental, “98.99” y “Angeleno”, a la progenie F1 98Ang (Tablas 2 y 3), lo que junto a
los valores de heredabilidad en sentido amplio (<40%), indican la presencia de
componentes genéticos importantes en el andlisis de QTLs (Oliveira y col., 2014). Es por
eso que fue posible estimar predictores lineales no sesgados (BLUPS) de efectos genéticos
aditivos para cada individuo de la progenie 98Ang mediante la construccion de modelos
lineales mixtos (Anexos 7y 8).

Pero encontrar QTLs estadisticamente significativos no es una tarea sencilla, es como
encontrar una aguja en un pajar: en este analisis se divide sistematicamente el genoma
mapeado, detectando en estas secciones parceladas asociaciones entre el fenotipo y el

genotipo de marcadores (Collard y col., 2005).

Desde el desarrollo del fruto

En este seminario de titulo, se trabaj6 con datos fenotipicos ligados a compuestos fendlicos,
junto con un set de rasgos agronomicos y de calidad del fruto (Salazar y col.,, 2020)

asociados al estado de desarrollo y madurez del fruto debido a la estrecha relacién existente
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entre el proceso de madurez en el fruto y acumulacion de compuestos fendlicos en este
organo (Andreotti y col., 2008). Asociar ambos conjuntos de datos tiene como objetivo
obtener un analisis de QTLs mas robusto en cuanto a estas asociaciones y facilitar asi el
desarrollo de programas de seleccién asistida por marcadores tales que permitan identificar
nuevos individuos (futuros cultivares) que no solo posean ciertos compuestos fenolicos
especificos, sino también en qué estado de madurez del fruto son mas determinantes
dichos compuestos fendlicos, como es el caso de las antocianinas C3G y C3R. Estos
flavonoides estan asociados al cubrimiento del color de la piel de la ciruela, encontrandose
sus QTLs en el mismo grupo de ligamiento en “98.99” (LG4) y que se asemejan a los
resultados obtenidos por Salazar y col. (2020), en donde QTLs para los rasgos de color de
piel (SKC) y sobrecolor (OVC) se encontraron en “98.99”, en posiciones similares dentro

del LG4

En otras especies y variedades de Prunus también se han hallado QTLs de sobrecolor en
distintos grupos de ligamiento como por ejemplo en durazno (Prunus persica L. Batsch) en
LGs 3,4, 5,6y 7 (Eduardo y col., 2011; Hernandez y col., 2017); en cereza (Prunus avium
L.) se hallaron QTLs para color rojo en piel en los grupos de ligamiento 3, 6 y 7
(Sooriyapathirana y col., 2010) y en damasco (Prunus armeniaca L.) se identificaron QTLs
en los LGs 2, 3y 6 (Ruiz y col., 2010; Socquet-Juglard y col., 2013; Garcia-Gémez y col.,
2019). Un dato interesante en estos trabajos es que en LG3 se ha encontrado un gen
candidato en comun, que codifica para el factor de transcripcion MYB10, el cual es inducido
mediante la exposicion a luz solar, regulando la biosintesis de antocianinas, generando la
coloracion roja en frutos (Takos y col., 2006). Esto indicaria que C3G y C3R, que son los
pigmentos mas abundantes encontrados en frutos rojos (Gao y Mazza, 1995; Mozeti y col.,

2002; Fanali y col.,, 2011; Mikulic-Petkovsek y col., 2016), participarian de manera
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significativa en la pigmentacion roja-violeta en la piel, siendo su biosintesis regulada por
MYB10 y por otros componentes genéticos, aun desconocidos, presentes en los QTLs

asociados al color de la piel que se encuentran distribuidos en otros grupos de ligamiento.

Identificacion de OTLs asociados a compuestos fendlicos

Como se menciond anteriormente, la identificacion de QTLs asociados a compuestos
fendlicos es un paso importante para la futura generacién de variedades frutales con mayor
valor agregado en cuanto a su funciéon antioxidante. Sumado a esto, la identificacion de
QTLs permite entender a mayor cabalidad las rutas de biosintesis de estos compuestos, en
donde varios mecanismos relacionados con su sintesis, transporte y sitios de almacenaje
aun permanecen desconocidos (Zhao y Dixon, 2010; Verdu y col., 2014; Xu y col., 2015;
Zhao, 2015), esto debido a la gran cantidad de compuestos fendlicos producidos por las
plantas, muchos de ellos con pequefias diferencias entre cada estructura y a las distintas
funciones que cumplen estos compuestos en la planta, destacando la alta complejidad

genética en la biosintesis de metabolitos secundarios presente en este reino.

En la poblacion F1 estudiada en este trabajo, los rasgos asociados a compuestos fendlicos
mostraron diferencias significativas entre las temporadas evaluadas lo que indica una fuerte
influencia ambiental, siendo esto esperable debido a la sensibilidad a la variacion ambiental
gue presentan los rasgos poligénicos. A pesar de esto, la heredabilidad en sentido amplio
para estos compuestos, en tejidos de piel y pulpa, fue de nivel moderado, por lo que estimar
los parametros genéticos de estos rasgos es crucial para que puedan ser usados para

futuros programas de mejoramiento genético.

El uso de modelos lineales mixtos para obtener los componentes genéticos de la varianza
total es ampliamente usado en programas de mejora de varias especies vegetales (Zhu y

Weir, 1998; Oliveira y col., 2014; Salazar y col., 2017; Salazar y col., 2020), debido a que
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permite el uso de los métodos BLUP y REML, lo que permite una aproximacién mas precisa
en el posterior analisis de QTLs al considerar la influencia de factores ambientales en los
rasgos evaluados. Siguiendo esta metodologia permitié hallar QTLs relacionados a
compuestos fendlicos provenientes de “98.99” en los grupos de ligamiento 1, 3, 4, 7 y 8,
concentrandose la mayoria en LG4 y LG7, mientras que en “Angeleno” se identificaron
QTLs solo en los LGs 3, 4, 5y 8. Esta variada dispersion de QTLs fendlicos también es
encontrada en otras especies de carozos, aunque en posiciones distintas (Abidi, 2012;
Zeballos y col., 2016; Abdelghafar y cal., 2020), lo que demuestra la compleja y organizada
red de componentes genéticos especializados en la produccién, acumulacion y transporte

de estos metabolitos secundarios.

Para los rasgos de familias de fenoles, se detectdé un QTL para fenoles totales en LG3 en
pulpa; 4 QTLs para flavonoides totales se hallaron, en tejidos de piel y pulpa, en LG5, LG7
y LG8 y dos QTLs, solo en pulpa, para proantocianidinas totales en LG5 y LG8. Similares
resultados fueron reportados por Zeballos y col. (2016) con una poblacién F1 de nectarinas
(Prunus persica L.) derivada del cruce entre “Venus” y “Big Top”, en donde se hallé en LG2
un QTL asociado a fenoles totales en ambos parentales y 5 QTLs en los grupos de
ligamiento 2, 3, 4 y 7 asociados a la acumulacion de flavonoides. Por su parte, Abdelghafar
y col. (2020) utilizé una poblacion F2 de duraznos (Prunus persica L.) derivada del cruce
entre “Zin Dai” y “Crimson Lady”, detectando 3 QTLs asociados al contenido de flavonoides,
en donde 2 fueron ubicados en LG7 y el otro en LG5. Esto sugeriria la existencia de una
region conservada en especies de Prunus para el control del contenido de flavonoides en

LG7 y LGS.

En cuanto a la actividad antioxidante, en este trabajo se identificé un solo QTL en LG8 y

en pulpa, el cual se encuentra en el mismo grupo de ligamiento reportado por Zeballos y
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col. (2016), quienes ademas hallaron otro QTL relacionado con la capacidad antioxidante
en LG4. Abdelghafar y col. (2020) detectaron 2 QTLs asociados a actividad antioxidante en
LG1 y 5, aunque ninguno de los QTLs identificados por ellos fueron estables para las dos
temporadas analizadas (2013 y 2014) sugiriendo que estos rasgos fueron afectados
fuertemente por eventos climéaticos y/o el manejo de estos cultivares en cada temporada. A
su vez, en este trabajo, el QTL DPPH en pulpa se encuentra agrupado al QTL de
proantocianidinas totales, sugiriendo que estos fenoles podrian ser los principales

responsables de la actividad antioxidante en ciruelos.

Con respecto a los antocianos, se identificaron QTLs en los grupos de ligamiento 1, 3, 4y
7, concentrandose mayoritariamente en LG3 y LG4, donde los principales antocianos, C3G
y C3R, se hallaron en este ultimo QTL. Estos resultados se contrastan con lo reportado
previamente por Zeballos y col. (2016) y Abdelghafar y col. (2020), quienes detectaron
QTLs para antocianos totales en LG5 y LG7, respectivamente. En este trabajo no se realizo
un analisis para el rasgo Antocianos totales, aunque sabiendo que C3G y C3R son los
antocianos mas abundantes en la progenie 98xang, se deduce que este rasgo tendria un
QTL en la misma posicion (LG4), de modo que las diferencias reportadas se podrian deber
a la presencia de distintos tipos de antocianos presentes en Prunus persica L. y Prunus

salicina L.

Como se puede observar, en todos los trabajos de analisis de QTLs asociados a
compuestos fendlicos, los loci asociados se encuentran dispersos a lo largo de los ocho
grupos de ligamiento que conforman el genoma para Prunus salicina L. y Prunus persica L.
formando en su mayoria agrupamientos entre estos QTLs, sugiriendo que para varios
compuestos fendlicos existen elementos regulatorios comunes que controlan la

regulacion/biosintesis de estos compuestos fendlicos, como seria el caso visto
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anteriormente del factor de transcripcién MYB10 en LG4, confirmando la complejidad y alta
organizacion genética en la produccion de los metabolitos secundarios mas abundantes

(Naczk y Shahidi, 2004; Takos y col., 2006).

Por otro lado, también se observé una gran diferencia en cuanto a la posicion de los QTLs
en comun con los estudios comparados. Esto se debe a que este es el primer trabajo que
serealiza en Prunus salicina L. y al hecho de que cada mapa de QTL depende del contexto
genético de los padres de la poblacion, los genotipos de los marcadores analizados a lo
largo de su genoma y su segregacion, elementos que son Unicos para cada cruza, no
habiendo garantias de que usando los mismos marcadores en otra poblacién se obtengan
los mismos QTLs. Por esto, para realizar una comparacion eficaz entre mapas se deben
usar marcadores comunes denominados “anclas” (Collard y col., 2005), que son altamente
polimérficos para varios mapas de poblaciones. A su vez, la diferencia en las ubicaciones
de estos QTLs podria sugerir que estas regiones gendémicas no son del todo conservadas

en la familia de las Roséaceas (Zeballos y col., 2016).

Lamentablemente, hasta la fecha no hay estudios similares en cuanto a identificacion de
QTLs en esta especie, de hecho tampoco se encuentra disponible el genoma perteneciente
a Prunus salicina L. de modo que las comparaciones se hacen en referencia a la especie
mas cercana secuenciada Prunus persica, de la cual si se cuenta con estudios relacionados
a la identificacion de QTLs de compuestos fendlicos (revisado anteriormente), aunque
también existe el problema de que no existe un consenso sobre los programas usados tanto
para el mapeo genético como para el andlisis de QTL, pudiendo los diferentes algoritmos

usados incidir en las discrepancias al comparar distintos trabajos.

56



Proyecciones

Este seminario de titulo entrega herramientas utiles, es decir marcadores moleculares, para
el futuro desarrollo de variedades con mayor contenido de compuestos fendlicos, otorgando
a estas futuras variedades de un potencial de alimento funcional, lo cual es altamente
preciado debido a la creciente cantidad de personas que sufren enfermedades crénicas no
transmisibles asociadas a estrés oxidativo. Pero, primero es necesario evaluar estos
marcadores moleculares en nuevas poblaciones generadas del cruce “98.99” y “Angeleno”,

como también en otras variedades de ciruelo japonés.

Debido a la alta influencia ambiental observada en este trabajo, una proyeccién futura seria
agregar mas temporadas de estudio como también recolectar datos del ambiente (variacion
del clima, lluvias, sequias, radiacion, temperaturas, etc.) en las distintas temporadas con el
objeto de generar disefios de estudio que incluyan estas variables ambientales y poder

afinar finalmente el posterior analisis de QTLs.

Por otro lado, al ser este trabajo uno de los primeros en el analisis de QTLs en Prunus
salicina L., una proyeccion interesante seria realizar el mismo analisis, pero con progenies
provenientes de otros cultivares de esta especie, con el objeto de corroborar los QTLs
hallados como también ganar mayor conocimiento en cuanto a la biosintesis de los

compuestos fendlicos.

Por dltimo, otra proyeccion de este trabajo seria la validacién de los genes candidatos
encontrados en los intervalos de los QTLs hallados para de esta forma en conjunto con el
refinamiento del mapa genético, entender los complejos mecanismos involucrados en el
desarrollo del fruto en cuanto a la producciéon y acumulacion de compuestos fendlicos, los

cuales tienen un rol importante en este proceso.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este seminario de titulo se comprueba la hipétesis
de este trabajo, pues efectivamente existen regiones del genoma del ciruelo asiatico cuya
variacion se correlaciona con la varianza fenotipica de los compuestos fenélicos analizad os
presentes en el fruto, obteniéndose un rango de varianza fenotipica explicada entre 12,4%
y 27,1%, valores que fueron validados tras obtener resultados estadisticamente
significativos en los ensayos espectrofotométricos de familias de compuestos fendlicos
(fenoles, flavonoides y proantocianidinas totales mas dos ensayos de actividad
antioxidante), en la heredabilidad de nivel moderado de la poblaciéon F1 estudiada y en el
analisis de QTLs, lo que entregd ademas de regiones gendmicas definidas para estos
compuestos, la presencia de genes candidatos involucrados tanto en la regulacion como
en la biosintesis de compuestos fendlicos, los cuales aun deben validados, pero entregan
una primera aproximacion a esclarecer el mecanismo involucrado en la ruta de estos

compuestos con alto potencial antioxidante.
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Anexo

Anexo 1. Tabla rasgos fenotipicos analizados. Lista de rasgos fenotipicos asociados a
compuestos fendlicos y de interés agrondmico analizados en dos temporadas (2015-2016,
T1; 2016-2017, T2). Se indica el numero de individuos disponibles y el nimero de muestras
analizadas de cada temporada. Para cada rasgo se analizaron muestras de tejido de
mesocarpo (pulpa) y exocarpo (piel). Los rasgos Tiempo de madurez y Periodo de
desarrollo del fruto estan expresados en dias julianos. En Anexo 3 se describen la
identificacion tentativa de las antocianinas detectadas (Compuestos D, E, F, L, M, P, R, Ty
U). Los rasgos agronémicos fueron obtenidos de Salazar y col. (2020).

Anexo 2. Curvas de calibracion para ensayos espectrofotométricos y HPLC. Los datos
usados para generar cada curva de calibracion fueron analizados mediante regresion lineal,
obteniéndose el coeficiente de determinacién y ecuacion de la recta para para cada curva.
A. Curvade calibracion para determinacion de fenoles totales temporadas T1y T2. B. Curva
de calibraciéon para determinacion de flavonoides totales temporadas T1y T2. C. Curva de
calibraciéon para determinacion de proantocianidinas totales temporadas T1y T2. D. Curva
de calibracion para determinacion actividad antioxidante DPPH temporadas T1 y T2. E.
Curva de calibracion para determinacion actividad antioxidante FRAP temporadas T1y T2.
E. Curva de calibracion para determinacién antocianinas individuales temporadas T1y T2.
En cada curva se indica tanto el coeficiente de determinacion (R?) como la ecuacion de la
recta obtenida. Las temporadas se indican por color verde (T1) y rojo (T2), mientras que las
antocianinas por color morado (C3G) y naranjo (C3R).

Anexo 3. Identificacidn tentativa de antocianinas detectadas. Antocianinas detectadas bajo
HPLC-DAD y UHPLC-MS. Los datos fueron comparados para identificar peaks y obtener
de esa manera una identificacion tentativa de estos compuestos. El tiempo de retencion
promedio corresponde a los tiempos registrados via HPLC-DAD para antocianos en ambas
temporadas; los valores de peak maximo y valor m/z corresponden a los registros obtenidos
por UHPLC-MS. Cy: cianidina, Glc: glucosa, EGC: epigalocatequina, Rha: ramnosa; Rut:
Rutina.

Anexo 4. Distribucion de datos de familias de fenoles y antocianos individuales. Cada
grafico muestra la distribucibn que siguen los datos obtenidos a través de ensayos
espectrofotométricos para familias de fenoles y HPLC-DAD para las dos antocianinas mas
predominantes en muestras de ciruelos. En cada agrupaciéon se encuentran cuatro gréaficos
de distribucién que corresponden a cada tejido (piel y pulpa) y a cada temporada (T1y T2).
A: Fen, Fenoles totales; B: Flv, Flavonoides totales; C: Pca, Proantocianidinas totales; D:
ensayo actividad antioxidante FRAP; E: ensayo actividad antioxidante DPPH; F: C3G,
Cianidina 3-glucésido; G: C3R, Cianidina 3-rutinésido; H: Comp. D; I: Comp. E; J: Comp. F;
K: Comp. T; L: Comp. L; M: Comp. R; N: Comp. P; N: Comp. M; O: Comp. U. En cada

65



gréfico, el eje de las abscisas corresponde a la concentracion en las unidades
pertenecientes a cada ensayo (ver Materiales y Métodos).

Anexo 5. Perfil HPLC de antocianinas presentes en variedades disponibles de ciruela.
Registro del perfil HPLC de antocianinas presentes en muestras de ciruela. La deteccion
de antocianinas en ambos registros fue a 520 nm, en donde los peaks mas altos
corresponden a las antocianinas C3G y C3R respectivamente. Aquellos compuestos que
no fueron identificados se nombraron como “Compuesto X”, donde X corresponde a
cualquier letra del abecedario partiendo de la A en orden consecutivo. En la imagen se
presentan los peaks para C3G, C3R y 7 compuestos sin identificar. Figura tomada y
adaptada de Pacheco y col., manuscript under preparation.

Anexo 6. Correlacion de Pearson entre ensayos espectrofotométricos. Mediante el paquete
de R “PerformanceAnalytics” se generaron histogramas de distribucién de cada ensayo
(diagonal en cada grupo), graficos de correlacion de Pearson entre ensayos
espectrofotométricos (debajo de la diagonal) y su coeficiente de Pearson correspondiente
(arriba de la diagonal), con su nivel de significancia (estrellas rojas, *: 90%, **: 95%, ***:
99%). A: Correlacion entre ensayos espectrofotométricos correspondientes a muestras de
piel de latemporada 1; B: Correlacion entre ensayos espectrofotométricos correspondientes
a muestras de piel de la temporada 2. C: Correlacién entre ensayos espectrofotométricos
correspondientes a muestras de pulpa de la temporada 1; D: Correlacion entre ensayos
espectrofotométricos correspondientes a muestras de pulpa de la temporada 2.

Anexo 7. Variables fijas y aleatorias, varianza, heredabilidad y valor de ajuste para modelos
lineales mixtos de caracteres asociados a compuestos fendlicos en pulpa. Los modelos
lineales mixtos seleccionados para cada caracter en mesocarpo son presentados junto con
la varianza de cada variable aleatoria. La heredabilidad genética y el residual son
expresados en porcentaje. Para la seleccion del mejor modelo, el valor de ajuste
corresponde al criterio de informacién de Akaike (AIC), siendo seleccionado aquel modelo
con el menor valor AIC, a excepcion de aquellos destacados en negrita y azul, los cuales
son escogidos por presentar menor valor residual en comparacion al mejor modelo segln
AIC. Elnombre en abreviatura de cada rasgo se encuentra descrito en Anexo 1; RB: Réplica
Biol4gica.

Anexo 8. Variables fijas y aleatorias, heredabilidad y valor de ajuste para modelos lineales
mixtos de caracteres asociados a compuestos fendlicos en piel. Los modelos lineales
mixtos seleccionados para cada caracter en exocarpo son presentados junto con la
varianza de cada variable aleatoria. La heredabilidad genética y el residual son expresados
en porcentaje. Para la seleccién del mejor modelo, el valor de ajuste corresponde al criterio
de informacién de Akaike (AIC), siendo seleccionado aquel modelo con el menor valor AlIC,
a excepcion de aquellos destacados en negrita y azul, los cuales son escogidos por
presentar menor valor residual en comparacion al mejor modelo segin AIC. El nombre en
abreviatura de cada rasgo se encuentra descrito en Anexo 1; RB: Réplica Bioldgica.

Anexo 9. Graficos de distribucion de residuos MLM en pulpa. Para la corroboracion del
ajuste de los modelos lineales mixtos generados, se grafic la dispersion de los residuos
de cada modelo, de cada rasgo fendlico, presentes en tejido de pulpa. Un modelo lineal
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mixto valido debe presentar una dispersion constante y sin una tendencia clara en los
residuos, es decir, los residuos deben presentar un patrén azaroso. En el eje X se indican
los valores ajustados segun el modelo generado, mientras que en el gje Y se distribuyen
los residuos del modelo. A: Fen, Fenoles totales; B: Flv, Flavonoides totales; C: Pca,
Proantocianidinas totales; D: ensayo actividad antioxidante DPPH; E: ensayo actividad
antioxidante FRAP; F. C3G, Cianidina 3-glucosido; G: C3R, Cianidina 3-rutinésido; H:
Comp. D; I: Comp. E; J: Comp. F; K: Comp. T; L: Comp. L; M: Comp. R; N: Comp. P; N:
Comp. M; O: Comp. U.

Anexo 10. Graficos de distribucion de residuos MLM en piel. Se grafico la dispersion de los
residuos de cada modelo, de cada rasgo fendlico, presentes en tejido de piel. En el gje X
se indican los valores ajustados segun el modelo generado, mientras que en el gje Y se
distribuyen los residuos del modelo. A: Fen, Fenoles totales; B: Flv, Flavonoides totales; C:
Pca, Proantocianidinas totales; D: ensayo actividad antioxidante DPPH; E: ensayo actividad
antioxidante FRAP; F: C3G, Cianidina 3-glucésido; G: C3R, Cianidina 3-rutinésido; H:
Comp. D; I: Comp. E; J: Comp. F; K: Comp. T; L: Comp. L; M: Comp. R; N: Comp. P; N:
Comp. M; O: Comp. U.

Anexo 11. Graficos Q-Q Normal de residuos MLM en pulpa. La verificacion de normalidad
de los residuos de los MLM generados se realiza con este tipo de gréficos, pues compara
la distribucién de los residuos obtenidos con la distribucion normal teérica, de modo que,
los residuos deben distribuirse lo mas cercano posible a la diagonal (linea roja) presente en
este tipo de grafico para indicar que los residuos se distribuyen normalmente. En el gje X
se indica la distribucion normal tedrica segun el modelo generado, mientras que en el eje Y
se indica la distribucién de los residuos. En ambos ejes, la distribucion esta expresada en
cuartiles. A: Fen, Fenoles totales; B: Flv, Flavonoides totales; C: Pca, Proantocianidinas
totales; D: ensayo actividad antioxidante DPPH; E: ensayo actividad antioxidante FRAP; F:
C3G, Cianidina 3-glucésido; G: C3R, Cianidina 3-rutinésido; H: Comp. D; I: Comp. E; J:
Comp. F; K: Comp. T; L: Comp. L; M: Comp. R; N: Comp. P; N: Comp. M; O: Comp. U.

Anexo 12. Graficos Q-Q Normal de residuos MLM en piel. Presenta la misma descripcién
gque Anexo 11. A: Fen, Fenoles totales; B: Flv, Flavonoides totales; C: Pca,
Proantocianidinas totales; D: ensayo actividad antioxidante DPPH; E: ensayo actividad
antioxidante FRAP; F: C3G, Cianidina 3-glucésido; G: C3R, Cianidina 3-rutindsido; H:
Comp. D; I: Comp. E; J: Comp. F; K: Comp. T; L: Comp. L; M: Comp. R; N: Comp. P; N:
Comp. M; O: Comp. U.

Anexo 13. Grupos de ligamiento con QTLs obtenidos en ciruelos asiaticos “98.99” y
“‘Angeleno”, mediante anélisis de QTL. Grupos de ligamientos de “98.99” y “Angeleno”
(Anexos 13A-H) con los QTLs obtenidos mediante MapQTL 6. Al lado derecho de cada
grupo de ligamiento se encuentran, en su posicion relativa, los QTLs de rasgos fenotipicos
analizados junto con un grafico LOD, indicando el nivel LOD obtenido para cada QTL. Para
cada rasgo fendlico, los valores limite LOD estan indicados en la tabla 5 (Permutation Test).
Linea gris punteada indica nivel LOD 3, aceptado como valor minimo de significancia. Las
imagenes se enfocan en los grupos de ligamiento y la posicion de los QTLs, teniendo que
haber cortado la ubicacion de varios marcadores moleculares.
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Anexo 14. Scripts usados para los distintos analisis realizados en R (R Core Team, 2018).
El software R permite crear scripts usando distintos comandos integrados en el programa
basico como también comandos provenientes de distintos paquetes creados para analisis
especificos (para el analisis de BLUP fue necesario descargar paquetes anexos para
generar los andlisis adecuados). En color verde, y después del simbolo #, se expresan los
comentarios orientados a ayudar a quien use el script y por tanto no son considerados por
R al momento de activar el script. En cada script se incluyen también las salidas de cada
comando (cuadros rojos), a modo de egjemplo y para mayor entendimiento en el uso de
estos script. A) Script para el analisis de ANOVA. B) Script para el andlisis de BLUP.

Anexo 1. Tabla resumen rasgos fenotipicos analizados.

Ti - . N° de N® total de Abreviatura
ipo caracter Mombre caracter R . .
individuos muestras analizadas cardcter
T T2 T1 T2
Compuesto D 85 85 510 510 CompD
Compuesto E 85 85 510 510 CompE
Compuesto F 85 85 510 510 CompF
Compuesto T 85 85 510 510 CompT
Compuesto L 85 85 510 510 CompL
Contenido fenoles-HPLC-DAD Compuesto R 85 85 510 510 CompR
Cianidina-3-Glucdsido 85 85 510 510 C3G
Cianidina-3-Rutindsido 85 85 510 510 C3R
Compuesto P 856 85 510 510 CompP
Compuesto M 85 85 510 510 CompM
Compuesto U 856 85 510 510 Compl
Flavonoides totales 92 80 bh2 480 Flv
Fenoles totales 92 80 h52 480 Fen
;‘:::;l?;;ﬁg:ﬁ; Proantocianidinas totales 92 80 h52 480 Pca
Actividad antioxidante DPPH 92 80 b52 480 Dpph
Actividad antioxidante FRAP 92 80 EE2 480 Frap
Tiempo de madurez 92 80 552 480 RT.JD
Periodo desarrollo de fruto 92 30 552 430 FDP
Peso 92 80 552 480 Peso
Indice decfolzzglr:anma de 9 a0 552 480 IADA
Grados Brix 92 80 552 480 S5 Brix1
i pH 92 80 552 480 pH
Calidad de la fruta Acidez 92 80 552 480  Acidez
Color 92 80 552 480 Colar
Caolor L 92 80 b52 480 Color L
Color a 92 80 h52 480 Color.a
Caolorb 92 30 BE2 A80 Colorb
C 92 80 h52 480 &
ColorH 92 80 552 480 ColorH
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Anexo 2. Curvas de calibracion para ensayos espectrofotométricos y HPLC.
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Anexo 3. Identificacion tentativa de antocianinas detectadas.

T;gnnag{;:ﬁﬁgn méxlijrﬁg‘;nm] Valor miz Caracter |dentificacion tentativa
418 281,517 73T A7 Compuesto D Cy-Glc-EGC
4 87 — — Compuesto E —
5,61 -— -— Compuesto F -—-
6,10 281,517 88323 Compuesto T Cy-Glc-Rha-EGC
6,80 285 517 T3rA7 Compuesto L Cy-Glc-EGC
852 — — Compuesto R —
8,86 277,517 449 11 C3G Cy-Glc
9,38 277 517 59516 C3R Cy-Rut
11,45 28152 1025,23 | Compuesto P Cy-Glc-EGC-EGC
11,91 -— 1313,30 | Compuesto M | Cy-Glc-EGC-EGC-EGC
2906 — — Compuesto U —
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Anexo 4. Distribucion de datos de ensayos espectrofotométricos y dos antocianinas mas

predominantes.
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Anexo 4. Continuado.
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Anexo 5. Perfil HPLC de antocianinas presentes en extractos metandlicos de piel y pulpa
de frutos de poblacion F1 “98.99 x Angeleno”.
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Anexo 6. Correlacion de Spearman entre ensayos espectrofotométricos.
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Anexo 7. Variables fijas y aleatorias, varianza, heredabilidad y valor de ajuste para modelos
lineales mixtos de caracteres asociados a compuestos fendélicos en pulpa. Para la seleccion
del mejor modelo, el valor de ajuste corresponde al criterio de informacion de Akaike (AIC),
siendo seleccionado aquel modelo con el menor valor AIC, a excepcion de aquellos
destacados en negrita y azul, los cuales son escogidos por presentar menor valor residual
en comparacion al mejor modelo segun AIC. El nombre en abreviatura de cada rasgo se
encuentra descrito en Anexo 1; RB: Réplica Bioldgica.

. - Porcentaje ‘Valor de
Razgo  Variable Fija :Z':;Ii:: Varianza Here::l[g;:hdad residual ajuste
(%] AICH
Peso KYR Rk
Arcesion 23965
Fen RE RT.JD hE934 12.14 282 533933
Temporada 494168
Residual 18523
Accesion/Temp 1292 1
RE Accesion 1240 6
Flv Temporada 749 36,27 23,76 4514 63
Residual 8127
AccesionTemp 21036
RE Accesion 2121
Pca Temporada 51547 252 11,21 5608 23
Residual 9431
Peso 18531
AE Accesion 53045
DPPH RT.JD 23723 891 8,60 55265
Temporada 393505
Residual 46545
Accesion 2964335
FRAP RE Temporada 28507165 4,00 57,49 9662,78
Residual 42567940
AccesionTemp 4231
RE Accesion 48,811
C3G Temporada 1748 2382 73,26 4176,15
Residual 150, 406
AE Accesion 76,072
C3R Temporada 8,874 17,27 an,72 4604 81
Residual 355 548
AE Accesion 0,0003
Comp D Temporada 0,0002 319 46,08 -1405,4
Residual 0,0004
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Anexo 7. Continuado.

Variable Variables _ Heredabilidad ' Orcentaie Valor de
Rasgo Fija aleatorias Varianza (2% rE?g:;lal (aiTts:t}e*
AccesionTemp  0,0003
Comp E RE Accesion 0,0022 2023 77,00 934

Residual 0,0085
Accesion 0,0000

Comp F [=15] Residual 0,0005 7,83 9217 -2487 87
Accesion 0,0007

Comp T RE Residual 0,0017 2927 70,73 ATT2,27
Agccesion 0,0003

Comp L RB Temporada 0,0000 8,08 90,07 -1477,68
Residual 0,0032
AccesionTemp  0,0001
Accesion 0,0002

Comp R RB Temporada 0,0000 2991 49 41 -2586.12
Residual 0,0003
Accesion 0,0001

Comp P RB Temporada 0,0000 3m 95,14 -1501,35
Residual 0,0032
Accesion 0,0165

Comp M RB Temporada 0,0005 10,43 8922 h01,39
Residual 01404
Accesion 0,0005

Comp U RB Temporada 0,0000 447 9511 -90%9 65
Residual 0,0097
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Anexo 8. Variables fijas y aleatorias, varianza, heredabilidad y valor de ajuste para modelos
lineales mixtos de caracteres asociados a compuestos fendlicos en piel.

. - Parcentaje -
. . Variables . Heredabilidad 5 Valor de ajuste
Razgo \ariable fija - Varianza residual .
aleatorias (%) (%) (AIC)
Peso 1660143
Accesion 1063217
Fen RE Temporada 5174538 13,46 0,02 4407 43
Residual 1649

AccesionTemp 72504
Arcesion 57299

Flv RE Temporada 2791 27,93 32,45 64453 53
Residual G584
AccesionTemp 354440
Accesion 93010

Pca RE Temporada 743600 6,92 15,51 722944

Residual 219516

Accesion 446431

DPPH RE Temporada 3611130 932 15,30 Traaai
Residual 732752

AccesionTemp 74605697

Accesion 12429247

FRAP RE Temporada 358025335 2,36 15,43 0981.97
Residual 81337758
Peso 118041
AccesionTemp 301989
CaG RE Accesion 205635 31,39 1,13 3602 99
Temporada 21925
Residual 7428
AccesionTemp 30633
Accesion 34607
C3R RE Temporada 3065 32,04 36,77 850,72
Residual 39714
AccesionTemp  0.0344
CompD  RB Accesion 00146 4557 26,85 339,97

Temporada 0,0129
Residual 00227
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Anexo 8. Continuado.

' - Porcentaje :
Rasgo Variablefja oo Varianza HE’E‘:%";"“'“ re?;;.lal Va"’: ;]f:?,‘”m

AccesionTemp  0,0204
Accesion 0,0302

Comp E RB Temporada 0.0001 2523 50,12 143,77
Residual 0.0600
Accesion 0,0004

Comp F RB Temporada 0,0000 17,37 80,78 1739,33
Residual 00019
Accesion 0,0134

Comp T RB Temporada 0,0085 23,03 62 45 179,26
Residual 00364
Accesion 0,0079

Comp L RB Temporada 0,0015 14,43 8276 -18,9

Residual 0.0455
Accesion'Temp  0,0310
Accesion 00022

Comp R RB Temporada 0.0000 374 44 27 27219
Residual 0.0264
Accesion 0,0217

Comp P RB Temporada 0,003% 18,20 7853 304,05
Residual 0,0535
Peso 02343
Accesion'Temp  0,5584

Comp M RB Accesion 01137 891 0,52 -229 46
Tempaorada 0,0622
Residual 00066
Accesion 1.1275

Comp U RB Temporada 05342 22 47 66,89 213021
Residual 33569
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Anexo 9. Gréficos de distribucion de residuos MLM en pulpa.
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Anexo 10. Graficos de distribucion de residuos MLM en piel.
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Anexo 11. Gréaficos Q-Q Normal de residuos MLM en pulpa.
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Anexo 12. Graficos Q-Q Normal de residuos MLM en piel.
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Anexo 13A. Grupo de ligamiento 1, con QTLs obtenidos en ciruelos asiaticos “98.99” y
“Angeleno”, mediante analisis de QTL. Linea gris punteada indica nivel LOD 3, aceptado
como valor minimo de significancia. Simbologia: en LG1 de “98.99” (9899_1): Comp_L_fl,
contenido de compuesto L en pulpa. En LG1 de “Angeleno” (ANG_1): pH, acidez del fruto.
Cubrimiento, cubrimiento de color en piel; Comp_T_sk, contenido de compuesto T en piel;
Comp_F_sk, contenido de compuesto F en piel; Comp_M_sk, contenido de compuesto M
en piel; Color_H_sk, pardmetro H* de color en piel; Color_L_sk, parametro L* de color en
piel; Comp_L_sk, contenido de compuesto L en piel; Comp_E_sk, contenido de compuesto
E en piel; C3R_sk, contenido de cianidina 3 -rutindsido en piel; Color_sk, sobrecolor en piel;
Comp_C3G_sk, contenido de cianidina 3 -glucésido en piel; C_sk, parametro C* de color
en piel; C_sk, parametro C* de color en pulpa.
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Anexo 13B. Grupo de ligamiento 2, con QTLs obtenidos en ciruelos asiaticos “98.99”
y “Angeleno”, mediante analisis de QTL. Linea gris punteada indica nivel LOD 3,
aceptado como valor minimo de significancia. Simbologia: en LG2 de “Angeleno” (ANG_2):
Color_L_sk, parametro L* de color en piel.

9899_2 ANG 2
0,0 2 00247380
0,61 F2_00307171
1,91 [ 201030328
3,1 201346766
3,71 2 01351722
4,4 L 202087130
5,0 L 902324703
5,61 2 02686371
6,21 L2 02688552
7,59 L 202868185
200247380 8,11 203398480
2_00286244 9,3 203539298
201051041 10,0 203654747
2_01068452 11,2 2_04174244
202324712 11,8 205015558
2_02907324 12,5 205639937
2 03430119 13,1 2_08712723
[ 2 03559761 14,3 2_07241479
I 203656451 15,6 2 13274032
- 205077382 18,2 2_14471932
i 2 07239699 16,8 2 14861032
- 207239767 18,7 4 [ 2 15223020
- 2 08970375 20,0 4 b 215461891
B2 14133250 20,6 b 2_17279944
- 2 14137883 21,24 2_17495555
- 214347254 218 -2 17919144 ] n N ©
2_15015054 22,4 -2 17934936 »
2 15240636 23,1 2_18159961
215461891 23,7 ji- 218660895
215806569 24,3 219227343
7_16734664 24,9 219259628
217742801 25,6 219304250
2 17902005 27.4 2 20166925
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2 18726351 29,9 2_20599094
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2_19775660 38,1 2_22042518 !
2 19919779 38,7 2_D2525086 :
2 21186884 39,3 2 22893706
2 21628239 39,9 222893818
2 21816712 41,2 222953251
2 21839587 42.4 2_23404521
2 22222693 44,3 223943199
5_02497418 45,8 B 2_24154909
W 2 22525086 48,1 2_24330392
B 5 25505167 48,7 18 2 24583917
L 2 22037981 49,4 224689260
9 23003864 50,0 224811047
2 23249371 50,6 -0 05491525
2 23466380 51,2 |2 25548025
2 23825197 52,5 225984084
2 23843894 55,0 L 226344148
I o 23888216 55,6 2 76393893
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2 95536421 60,0 2_27246809
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2 28585025 66,8 +2_28748327
220420602 67,51 |2 28757933
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70,6 | 229422692
71,2 | 2_29907408
71,8+ L2 30120958
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Anexo 13C. Grupo de ligamiento 3, con QTLs obtenidos en ciruelos asiaticos “98.99”
y “Angeleno”, mediante analisis de QTL. Linea gris punteada indica nivel LOD 3,
aceptado como valor minimo de significancia. Simbologia: en LG3 de “98.99” (9899_3):
Fen_fl, contenido de fenoles totales en pulpa; Comp_L_sk, contenido de compuesto L en
piel; Color_H_fl, pardmetro H* de color en pulpa; Color_a_fl, parametro a de color en pulpa.
En LG3 de “Angeleno” (ANG_3): Cubrimiento, cubrimiento de color en piel; Comp_P_sk,
contenido de compuesto P en piel; Color_L_sk, pardmetro L* de color en piel; Comp_D_sk,
contenido de compuesto D en piel; C_sk, parametro C* de color en piel; C_sk, parametro
C* de color en pulpa; Comp_L_sk, contenido de compuesto L en piel; Color_sk, sobrecolor

en piel.
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Anexo 13D. Grupo de ligamiento 4, con QTLs obtenidos en ciruelos asiaticos “98.99”
y “Angeleno”, mediante andlisis de QTL. Linea gris punteada indica nivel LOD 3,
aceptado como valor minimo de significancia. Simbologia: en LG4 de “98.99” (9899 4):
Comp_U_sk, contenido de compuesto U en piel; Cubrimiento, cubrimiento de color en piel;
Comp_T_sk, contenido de compuesto T en piel; Comp_F_sk, contenido de compuesto F en
piel; Comp_M_sk, contenido de compuesto M en piel; Color_H_sk, pardmetro H* de color
en piel; Color_L_sk, pardmetro L* de color en piel; Comp_L_sk, contenido de compuesto L
en piel; Comp_E_sk, contenido de compuesto E en piel; C3R_sk, contenido de cianidina 3
-rutinésido en piel; Color_sk, sobrecolor en piel; Comp_C3G_sk, contenido de cianidina 3 -
glucésido en piel; C_sk, parametro C* de color en piel; C_sk, parametro C* de color en
pulpa. En LG4 de “Angeleno” (ANG_4): RT, tiempo de madurez del fruto; FDP, periodo de
desarrollo del fruto; Comp_R_sk, contenido de compuesto R en piel; Color_H_sk, parametro
H* de color en piel; C_sk, parametro C* de color en piel; C_sk, parametro C* de color en

pulpa.
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Anexo 13E. Grupo de ligamiento 5, con QTLs obtenidos en ciruelos asiaticos “98.99”
y “Angeleno”, mediante analisis de QTL. Linea gris punteada indica nivel LOD 3,
aceptado como valor minimo de significancia. Simbologia: en LG5 de “98.99” (9899 5):
IAD_sk, indice de absorcién de clorofila en piel; Color_L_fl, parametro L* de color en pulpa.
En LG5 de “Angeleno” (ANG_5): Pca_fl, contenido de proantocianidinas totales en pulpa;
Flv_fl, contenido de flavonoides totales en pulpa.

9899 5 ANG_5
0.0 5_00203123
061 5_00435255
124 500515298
194 5_00618593
5_00748702
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5_02097049 5_03239592
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5_02073718 5_04563515
5_03492068 I 5_05056499
5_03659066 il 5 05188952
5 03913158 o - o m IS i 5 06511482
5_ 04683544 . : ] 5_07736221
5_04987742 ! 5_08310353
5 05016913 H 5_08344774
5_05301667 I 5_08344824
5_05450965 1 ! 5_00011791
5_06163748 i 5_09496607
5_06382847 ! 5_10228438 Y
5 06511482 ! 5_10461590 [ 13
5_08067700 i 5_10697374 =
5_08149051 ! 510866620 .
5_08273039 i 511250166 wm <
5_08921039 1 5 1331711 =
5_09051701 ! 5_11705358
5_09347126 1 5_11878819
5_09496650 ! 5_12106764
5_09775786 H 5_12267048
5_09775820 1 5 12435254
5_10461624 ! 5_12758105
5_11152721 1 5_12786448
5_11255692 ! 5_12789701
5 11331624 h 5 12791124
5_11661268 1 5_12803586
5_11705358 ! 5_13074987
5_11850208 ] 5_13231641
5 11878819 & 1 5 13671379
511904000 g 1 5_13919066
512152996 -~ I 5_14094603
Il 5 12153017 = ! 5_14175225
| 512181499 514313461
5_12758105 14426212
5 12758112 5_14496871
5_12906326 5_14820217
5_12994747 5_14968741
513014233 5 15114701
5_13671379 5_15220232
5_13861787 5_15473663
5_17246717 5_15735774
5_17246720 5_15804011
5_17308556 5 16313329
5_17373583 5_16458164
5_17802758 5_16576520
5_17888720 5_16605177
5_18025748 5_16634569
5_18263724 5_16840895
5_16949226
5_16967979
5 17072777
5_17246717
5_17910299
5_18035870
5_18153624
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Anexo 13F. Grupo de ligamiento 6, sin QTLs obtenidos en ciruelos asiaticos “98.99”
y “Angeleno”, mediante analisis de QTL.

9899 6 ANG_6
007 600227096
061 [ 600462061
25 6_01104084
3,17 [ 6_01739190
764 |- 601967365
951 [ 6 02063193
1029 | 6_0s019125
11,4 603100057
12,0 | 603233063
12,6 803441312
13539 6 03520943
1399 | 6_04028966
1457 604268092
1641 604269409
189 604359336
19,61 [ 604658151
2024 604686339
2081 |- 6_04686363
214 -6 04820760
22,04 - 6_04958529
2274 604900383
2339 | 605044311
239 6_05410744
24,5 _05410795
258 6 05435017
26,4 6_05438555
276 6_05755103
28,9 6 06101286
25 6 06347450
30,1 6_07051843
308 6_07000862
314 6 07591514
326 6_07996354
339 6 08180855
358 6_08420970
36,4 608421023
376 6_08566758
40,2 8_09715638
a4 6 09822189
a2p 6_10053997
27 i 610328664
439 6_11127025
452 6_11619632
458 812620047
47.04 i-6_13287125
83 - 6_14019402
489 6_14832333
495 6 18110255
508 6_18344792
51,4 8_18382261
526 618382273
533 6_18388446
539 618941268
545 6_19396797
558 6_19852027
56,4 819940022
57.0 620498284
576 820934572
58,9 6 21904204
59,5 6 22105094
60,1 6_22121851
60,7 -1 6_22370379
620 622813572
62,6 B 23349562
832 623431246
63,8 6 23448704
645 6 23483876
65,7 6_24001288
67.0 6_24187246
70,2 B8 245119839
708 6_24691187
714 6_24741445
726 625026072
733 6_25344349
739 6_25682219
745 6_25982603
751 6 26108887
758 B 26397824
764 6_26441055

6 26917662
765 L6 27701197
80,1 | 6" 27830944
80,7 L6 27082730
81,44 | 6_28000378
82,0 | 628023455
8264 | 6_28089081
8384 | 6_28192007
8454 L 6 28214466
8511 | 6 28268279
86,31 | 6 28268208
87,04 L 6 283092400
87,6 | 6_28462230
g2} | 6" 23485750
8.8 ] | 6 28673925
90,11 L6 20161189
91,3 | 6 20200008
9194 L6 20301966
92,6 B6_29620653
932 629862823
93,8 & 30058751
95,1 630142014
976 8_30290049
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Anexo 13G. Grupo de ligamiento 7, con QTLs obtenidos en ciruelos asiaticos “98.99”
y “Angeleno”, mediante analisis de QTL. Linea gris punteada indica nivel LOD 3,
aceptado como valor minimo de significancia. Simbologia: en LG7 de “98.99” (9899 7):
Fiv_fl, contenido de flavonoides totales en pulpa; Comp_T_sk, contenido de compuest_o T
en piel; Comp_L_fl, contenido de compuesto L en pulpa.

9899 7 ANG 7
0,01 700038692

13 | 7-00771793

1,9 | 7_00933725

3,11 L 7_01143608

50 | 7 01145454

5,61 - 7_01388591

751 702301828

8,11 L7 02353541

9.4 L 702566716

11,91 -7 02788623

12,5 - 7_03043451

13,81 -7 03382519

15,0 703597706

15,7 |- 7_04084685

7_02301750 16,3 1 704224007
702843876 16,9 7_05067725
7_06331157 17,5 7_05167203
7_07586057 18,1 705976084
707708097 18,8 7_06352319
707891704 20,7 7_07186935

| 7 08149556 225 707586057
b7 08149567 23,8 7_07881452
7_08085485 25,7 708309650
7-09503240 26,3 708547234
7_10491500 26,9 7_08774870
B 7 11055736 275 7_09137398
711632343 - 30,1 709354365
7_12159717 30,7 7_08866074
712573839 31,3 709895478
7_12792093 31,9 710101309
713288844 332 710262276
713365493 338 7-10433234
7_13807483 34,4 7_11119698
713832082 357 7112908521
714305178 36,3 7_12087061
714305246 37,6 7_12267682
714683827 38,8 712424725
7_14932953 40,1 7_12869983
715091157 413 712978407
715359967 41,9 7_13087557
7_15407949 43,2 7_13138676
716016616 43,8 713202725
716127960 444 713863102
7_16384883 45,7 713892564
716472020 46,3 713847801
716832754 9 48,2 714052385
7_18659201 3 494 714203500
716940537 & HN 50,7 714604147
717384647 g i 51,3 7_14646638
717724203 T < 51,9 714807635
717815023 I, 52,5 714963038
717828079 53,2 7_15545729
717951047 54.4 715638288
b 7 17984359 55,0 715832241
i 718439580 557 7_16087348
- 718524323 58,2 716382178
- 7_18561423 58,8 716626862
f- 7718581773 59,4 b 7" 16909288
£ 7 18728334 60,0 717291065
b 718828653 60,7 4 717374418
718828704 613 | 717394011
7_18390521 61,9 7_17417024
718913238 62,5 7_17518974
63,2 717536562

63,8 7_17578779

644 717815070

65,0 717951615

7_18005829
7_18339131

87,5 7_18355683
68,1 | 718557048
56.7 1 7_18561410
70,6 | 719338179
71,31 | 7719520116
71,9 L 7 19655099
72,5 | 7" 19850022
73,11 L 720023644
737 L 720225439
75,0 L 7720277492
75.6 L7 20510848
76,9 | 7_20s85002
78,11 L 7_ 20681349
813 | 720900813
81,91 | 7_21288005
82,51 L7 21638675
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Anexo 13H. Grupo de ligamiento 1, con QTLs obtenidos en ciruelos asiaticos “98.99” y
“Angeleno”, mediante analisis de QTL. Linea gris punteada indica nivel LOD 3, aceptado
como valor minimo de significancia. Simbologia: en LG8 de “98.99” (9899 8): Flv_sk,
contenido de flavonoides totales en piel; Flv_fl, contenido de flavonoides totales en pulpa.
En LG8 de “Angeleno” (ANG_8): Pca_fl, contenido de proantocianidinas totales en pulpa;

DPPH_fl, Capacidad antioxidante mediante DPPH en pulpa.

9899 _8

8_015621073

812404513
812885583
812099834
813840662
8 14052380
8 14210155
8 14372606

8_15297439
8_16343927
- 8_15585985
8_15870076
8_16024758
8_164009535
816865643
8 16884160
8 17017297
8_17220751

8_17505670
8_17618228
8 17816366
8 18021807
8_18045694
8 18057386
8_18107776
8_18185120
8_18235010
8_19368667
8_19377771

¥ 3 19809308
- 819810442
i 5_10819461

8_22388810
8_22454702
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ANG_8

8_0D0858891
8_01020923

8§ 02372905
8 02667726
802960820

- 8_D5058831
- 8_06677734
f- 8_06523275
fr 807432667

-8 10388296
[- 8_10388305
- 8_11007138
8_11636608
k- 811813907

8_12071413
8 12159380

8 13560063
8_13823200
814129827

8 14950330
8_15110547
8_ 15334655
8 15360352
8_15429178
8_16024758
8_ 16460673
8_16812528
8_16815551
{8 16884095

i 8 17794787
i 8_17816366
I 8 18774397
| 8_18777335
| 8_19619619
§_ 19638313

8 21650076
8 21868393




Anexo 14. Scripts usados para los distintos analisis realizados en R (R Core Team, 2018).

ﬁ\] #aNova para determinar factores significatives para BLUPS

dsk<-read.table("blupskin.txt”, header= TRUE,
ac3rsk<-aov(C3R ~ Accesion, data =

dec =

.y na.strings = "NA")
dsk); summary(ac3rsk) #agregar factores segun correlaciones sig.

pf Sum 5g Mean 5g F value Pr(=F)
Accesion 94 30185786 32113 5.219 «<2e-16 =%
Residuals 427 2627497 6153
signif. codes: © "##%' Q0,001 "®=' .01 '*' 0.05 '." 0.1 " "1
ac3rsk2<-aov(C3R ~ Accesion + RB + year, data = dsk); summary(ac3rsk2)
of sSum sq Mean sgq F value Pr(=F)
Accesion 94 3018576 32113 5.38 =« 2e-1i ww¥
RE 1 BOVE7 BO7EY 14.04 0.000204 #¥x*
year 1 100716 100716 17.50 3.4%e-035 #**
Residuals 425 2445994 5755
ac3rsk3<-aov(C3R ~ RE + RT.JID + Accesion®year + FDP, data = dsk); summary(ac3rsk3)
DF  Sum Sq Mean Sq F value Pr(=F)
RE 1 13016 13016 4.979 0.02653 *
RT. 1D 1 172805 172805 66.100 1.85e-14 #¥*
Accesion 73 2841939 37893 14,494 < Ze-1g *¢*
year 1 28344 28344 10.842 0.00113 =+
FDP 1 1 1 0.000 0.98576
Accesion:year 62 909699 14673 5.612 <« Ze-16 *¥*
Residuals 256 669256 2614

#escoger modelo con menor valor residual

#despues copiar datos a excel y tabularlos-> Datos/Texto en columnas/de ancho fijo/
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Anexo 14. Continuado.

B) #Modelos para obtener BLUPs de fernoles totales en pulpa

blupfl<-read.table("blupflesh.txt"”, header = TRUE, dec = ",", na.strings = "NA")
blupsk<=-read. table("blupskin.txt", header = TRUE, dec = ",", na.strings = "Na")
Tibrary(Imed)

Tibrary(calc4)#para obtener criterio de info akaike

mlcogskl<-Tmer (compG ~ RB+(1l|Accesion)+(1l|year), data = blupsk) #agregar covariadas segun ANOVA
summary (mlcogskl)

mlcogsk2<-Tmer (compG ~ RB+(1l/Accesion)+(1|year)+(1l|Accesion:year), data = blupsk)
summary(mlcogsk2)#se escoge el modelo con menor valeor residual y AIC

mlcogsk3<-Imer (compG ~ RB+(1l|/Accesion)+(1|year)+(1|RT.ID), data = blupsk)
summary (mlcogsk3)

mlc3gskd<-Tmer (C3G ~ RB+(1|Accesion)+(1|year)+(1|accesion:year)+(1|Peso)+(1|FDP), data = blupsk)
summary (mlc3gskd)
+{(1|RT.ID)+(1|Peso)

#Linear mixed model fit by REML ['ImerMod’]
Formula:

Fen ~ R + (1 | Accesion) + (1 year) + (1 | peso) + (1 RT.JD)
Data: fentot

REML criterion at convergence: 5539.6
Scaled residuals:

Min 1g Median 3Q Max
-1.43716 -0.33797 -0.03312 0.29822 2.61041

random effects:

Groups  Name variance std.Dev.
Peso (Intercept) 37239 193.0
Accesion (Intercept) 83963 289.8
RT.ID (Intercept) 56939 238.6
year (Intercept) 501830 708.4
Residual 19394 139.3

Number of obs: 387, groups:
Peso, 386; Accesion, 76; RT.ID, 40; year, 2

Fixed effects:
Estimate std. Error t value

(Intercept) 752.27 504.73 1.490
RE -13.26 15.23 -0.871
correlation of Fixed Effects:

(Intr)
RE -0.058

#comparar los modelos por AIC (valor de ajuste), escogiendo el de menor valor
caIC (mlcogskl)
CAIC (mlcogsk2)
caIC (mlcogsk3)

# extraer los efectos aleatroios debidos al genotipo
cogskblup=-ranef (mlcogskl)
stricogskblup)

#List of 5
$ Peso :'data.frame’: 386 obs. of 1 variable:
.. % (Intercept): num [1:386] -243.8 81.9 487.9 -152.8 -72.5 ...
$ Accesion:year:'data.frame’: 137 obs. of 1 variable:
..% (Intercept): num [1:137] -92.6 -109.2 -572.8 64 11.2
$ Accesion :'data.frame': 76 obs. of 1 wvariable:
..% (Intercept): num [1:76] -8.94 -10.54 -4%.1 9.81 -51.28 ...
¢ RT.JD :'data.frame’: 40 obs. of 1 wvariable:
..% (Intercept): num [1:40] 000 Q000000 ...
$ year :'data.frame': 2 obs. of 1 variable:
.. % (Intercept): num [1:2] 499 -499
- attr(*, "class")= chr "ranef.mer"

c3gflgenblup<-c3gflblup2iaccesion
write.csv(c3gflgenblup, file = "Blup_c3a_flesh. csv™)
#descargar datos a excel y tabularlos-> Datos/Texto en columnas/de ancho fijo/
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