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RESUMEN

Phaseolus vulgaris, o poroto comun, es una legumbre de gran importancia a nivel
mundial; nutricionalmente, debido a su alto contenido de fibra y proteinas, bajos niveles
de grasas Yy colesterol ademas de ser econdémicamente accesibles; y
medioambientalmente, por su contribucién al enriquecimiento y fertilidad de los suelos.
Sumado a ello, es una especie ampliamente diversa a lo largo de América, donde solo
en Chile se encuentran mas de 200 variedades distintas que no han sido estudiadas en

detalle.

Actualmente hay una creciente necesidad de reemplazar (como minimo de forma parcial)
la proteina de origen animal por la de origen vegetal, en favor de la salud tanto humana
como medioambiental. P. vulgaris constituye una buena fuente de proteina vegetal, fibra
y minerales, a la vez que su produccion presenta un mayor indice de conversion proteico,

y menor huella hidrica y de carbono que la produccién de alimentos de origen animal.

Sin embargo, su consumo a nivel nacional ha ido en declive con el paso de los afios, por
razones tanto culturales como fisiolégicas asociadas a su ingesta, esto Ultimo a causa
de los llamados factores anti-nutricionales. Entre los mencionados se encuentran los
factores asociados a flatulencia, que corresponden a oligosacaridos de la familia rafinosa
(RFOs). La via de biosintesis de los RFOs en P. vulgaris no se encuentra descrita en

detalle en la literatura.

Por estas razones P. vulgaris constituye un blanco interesante para un andlisis de
diversidad genética, asi como también para una caracterizacion del contenido de RFOs
por variedad local. Dentro del marco de este seminario de titulo se analizé la diversidad

genética y cuantificd los niveles de RFOs de variedades locales de P. vulgaris

VI



pertenecientes al banco de germoplasma de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la
Universidad de Chile. Se caracteriz6 la diversidad genética de 18 variedades locales
mediante el uso de marcadores moleculares, y se cuantifico el contenido de RFOs de
sus granos utilizando un método de cuantificacion colorimétrico. Los resultados indicaron
gue hay poca diversidad genética en esta coleccion de P. vulgaris (Ho=0,1). Con
respecto al contenido de RFOs, cuatro de 18 variedades locales escapan de los valores
agrupados dentro de la desviacién estandar. Por un lado, se encuentra Cranberry (6,353
mmol/100g), por el extremo superior de los datos; mientras que Juanita (4,421
mmol/100g), Bio Bio (4,145 mmol/100g) y Orfeo (3,31 mmol/100g) estan por el extremo

inferior.

Mediante BLASTSs bidireccionales realizados en contra del genoma de Arabidopsis y de
distintas fabaceas, se identificaron en total siete posibles genes ortélogos en el genoma
de P. vulgaris que codifican para las enzimas de la via de biosintesis de RFOs. Los
cbdigos de acceso de estos genes son los siguientes: PHAVU_001G215300g,
PHAVU 001G223700g, y PHAVU 007G203400g en el <caso de GolS;
PHAVU_009G175400g, PHAVU_004G007100g y PHAVU 008G282600g para RafS; y

PHAVU_001G214300g para StS.

Los resultados obtenidos en este estudio dan cuenta de la diversidad a nivel tanto
genotipico como fenotipico de las variedades trabajadas. Esta informacion en conjunto
con lo que se obtuvo sobre los genes de la via, abren las puertas para estudios sobre
coémo es regulada la biosintesis de RFOs en la especie P. vulgaris, y como la diversidad

génica afecta la acumulacion de RFOs en las variedades chilenas de poroto.



ABSTRACT

Phaseolus vulgaris, also known as the common bean, it a pulse of great importance
worldwide; nutritionally, due to its high fiber and protein content, low fat and low
cholesterol levels as well as it being economic accessible; and environmentally, since it
contributes to the enrichment and fertility of soils. In addition to this, it is a very diverse
species throughout the Americas, where there are more than 200 landraces just in Chile

that have not been studied in detalil.

Currently there is a growing need to replace (at least partially) animal protein to plant
protein, in favor of both human and environmental health. P. vulgaris is a good source of
plant protein, fiber, and minerals, while its production has a higher protein conversion

rate, and a lower water and carbon footprint than the production of foods of animal origin.

However, bean consumption at a national level has declined over the years, for both
cultural and gastrointestinal reasons, the latter due to the so-called anti-nutritional factors.
Among these are flatulence factors, which is associate with the levels of raffinose-family
oligosaccharides (RFOs). The biosynthetic pathway of RFOs in P. vulgaris is still poorly

described in the literature.

For this reasons, P. vulgaris constitutes and interesting target for a genetic diversity
analysis, as well as for a characterization of the RFOs content by landrace. Within the
framework of this thesis 18 P. vulgaris landraces were analyzed, characterizing their
genetic variability through SSR molecular markers, and determining each landrace RFO
content through a colorimetric quantification method. Results indicated that there is little
genetic diversity in this collection of P. vulgaris (Ho=0,1). Regarding the RFO content,

four out of 18 landraces fall outside the grouped values within the standard deviation.



These are Cranberry (6,353 mmol/100g) on the upper end of the data; and Juanita (4,421

mmol/100g), Bio Bio (4,145 mmol/100g) and Orfeo (3,31 mmol/100g) on the lower end.

Through bidirectional BLASTs performed between P. vulgaris genome against A. thaliana
as well as several Fabaceae family species genomes, a total of seven putative
orthologous genes were identified in P. vulgaris genome that encode for the enzymes of
the RFO biosynthesis pathway. The accession IDs of these genes are the following:
PHAVU_001G215300g, PHAVU_001G223700g, and PHAVU_007G203400g for
Galactinol Synthase (GolS); PHAVU_009G175400g, PHAVU_004G007100g and
PHAVU_008G282600g for Raffinose Synthase (RafS); and PHAVU_001G214300g for

Stachyose Synthase (StS).

The results obtained in this study account for the diversity at both the genotypic and
phenotypic levels of the landraces worked on. This, together with the information obtained
about the genes of the pathway, can lead to future studies on how the RFOs biosynthesis
pathway is regulated in the P. vulgaris species, and how the genetic diversity affects the

RFOs accumulation in Chilean landraces of P. vulgaris.
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INTRODUCCION

Phaseolus vulgaris, o poroto comun, es una planta herbacea anual de origen
mesoamericano (Bitocchi y col., 2012) y andino (Chacén y col., 2005), capaz de
autopolinizarse, y perteneciente a la familia Fabaceae. Es una especie diploide con 11
cromosomas (2n=22), con un genoma de aproximadamente 521 Mb, con 28.134 genes
codificantes, y 33.910 transcritos de RNA (Howe y col., 2019). Sus granos han sido
ampliamente consumidos a nivel mundial, con especial énfasis en regiones en vias de
desarrollo como Latinoamérica y Africa, esto gracias a su contenido nutritivo y

accesibilidad econémica.

Importancia de las legumbres en términos de seguridad alimentaria vy

sustentabilidad

Durante la Cumbre Mundial sobre la Alimentacion llevada a cabo en 1996 en Roma,
Italia, y convocada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, se defini6 que se ha alcanzado la seguridad alimentaria cuando toda la
poblacién, en cualquier momento, tiene acceso fisico y econémico a alimento suficiente,
seguro y nutritivo, que sea capaz de cumplir con las necesidades y preferencias
alimentarias de cada individuo para una vida activa y saludable (FAO, 1996). Bajo este
concepto, las legumbres son consideradas alimentos valiosos, constituyendo, por un
lado, una buena fuente de proteina vegetal, fibra y de micronutrientes como zinc, hierro,
potasio, magnesio y vitamina B (Calles y col., 2019); mientras que al mismo tiempo
presentan bajos niveles de sodio y grasas, estan libres de colesterol y gluten, cuentan
con un bajo indice glicémico (Singh y col., 2020), e incluso se ha reportado que su
consumo ayuda a prevenir enfermedades como el cancer de colon (Feregrino-Pérez y

col., 2008). Esto convierte a las legumbres en un alimento ideal para combatir problemas



como el hambre y la desnutricibn, como también enfermedades asociadas a la

malnutricion como la obesidad y enfermedades cardiovasculares (Rebello y col., 2014).

Asimismo, es importante destacar que las legumbres son consideradas alimentos
sustentables y amigables con el medio ambiente. Su huella de carbono es menor que la
de otros cultivos como los cereales (Tongwane y col.,, 2016), debido a su menor
requerimiento de fertilizantes nitrogenados. El uso de fertilizantes nitrogenados sintéticos
es considerado necesario para aumentar el rendimiento de la cosecha (Smil, 2011) y asi
poder suplir las necesidades alimentarias de una poblacibn mundial en crecimiento
constante (que se estima alcanzara los diez billones hacia el 2050) (UN, 2017). Sin
embargo, la produccién y utilizacién de estos fertilizantes resulta perjudicial para el medio
ambiente puesto que son uno de los principales contribuyentes a la emision de gases de
efecto invernadero en la produccion de cultivos vegetales (Smil, 2011). Las legumbres,
al ser de la familia de las leguminosas (Fabaceae), son capaces de fijar el nitrégeno
atmosférico en los suelos gracias a su relacién simbibtica con bacterias del género
Rhizobium, contribuyendo al enriguecimiento y fertilidad de la tierra, y requiriendo asi un
uso menor de fertilizantes nitrogenados sintéticos, tanto para su propio cultivo como para
los que le siguen (en caso de estar insertos en sistemas de rotacién de cultivos)

(Cerquiglini y col., 2016).

Una dieta enfocada en alimentos de origen vegetal, con una disminucién considerable
en el consumo de alimentos de origen animal, es entonces beneficiosa tanto para la
salud humana como para la medioambiental. Sin embargo, la dieta a la que muchos
paises aspiran es la denominada dieta occidental, la cual tiene una demanda alta de
alimentos de origen animal: carnes rojas, procesadas, productos lacteos altos en grasas,

huevos, mantequillas, etc. Esto supone un gran problema considerando el crecimiento



de la poblacién, puesto que la industria ganadera tiene un muy bajo rendimiento de
produccion proteica. La eficiencia de la conversion proteica se define como el porcentaje
de proteina utilizado como alimento para el ganado que, efectivamente, se convierte en
un producto animal comestible. Esta es, en el mejor de los casos, de un 25% para los
huevos, y de apenas un 3,8% para la carne de res (Alexander y col., 2016), lo que
significa que un minimo de un 75% de la proteina original se pierde en el proceso de
mantencion y crecimiento del animal. Sumado a ello, el ganado no solo es un gran
contribuyente a la produccién de gases de efecto invernadero, constituyendo un 14,5%
de todas las emisiones de gases de efecto invernadero antropogénicas (FAO, 2013),
sino que ademas su alimentacion abarca gran parte del suelo arable y requiere grandes
cantidades de agua. En el caso de los bovinos, la huella hidrica por gramo de proteina

es seis veces mayor que la de las legumbres (Mekonnen & Hoekstra, 2010).

Declive en el consumo y produccién de porotos a nivel nacional

Con el pasar del tiempo, y con mayor énfasis en los ultimos 15 afios, tanto el consumo
como la produccion de porotos en Chile han disminuido notoriamente (Figura 1). Esto
se debe al incremento en los costos de produccion, y al desincentivo de la siembra por
el aumento de las importaciones (ODEPA, 2021a), sumado también al desplazamiento
del uso del terreno desde cultivos de porotos, hacia cultivos de frutales en las regiones
del Maule y Bio-Bio (ODEPA, 2021b, c) (Figura S1). En Chile, aproximadamente el 80%
de la produccién de legumbres esta dada por el trabajo de agricultores pequefos e
independientes en la zona centro-sur del pais, pero es un rubro que no resulta rentable
debido a los bajos precios de las legumbres en el extranjero, lo que favorece las
importaciones por sobre la produccién nacional. Sumado a ello, el bajo nivel tecnolégico

y la escasez de mejoramiento genético de cultivares en Chile (pues no esté al alcance



de los pequefios agricultores) no permite mejorar el rendimiento (ODEPA, 2021a, b), por

lo que el aumento de los costos no ha podido ser suplido con una mayor produccion.
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Figura 1. Porotos en el territorio nacional: variaciones en su consumo aparente, produccion interna
y volumen importado en los uUltimos afios. Este gréafico fue elaborado a partir de los datos obtenidos de
la Oficina de Estudios y Politicas Agrarias, de los Ultimos 20 afios (ODEPA. 20214, b).

Con respecto a la disminucién del consumo de legumbres, esto se debe tanto a factores
socioculturales, como el hecho de que las legumbres han sido consideradas como “la
carne de los pobres”, o como ya se menciond, la aspiracién a la dieta occidental, o el
simple acceso a otro tipo de proteinas. Sumado a ello, un factor que también desfavorece

el consumo de legumbres son los malestares que puede causar su ingesta.
Desventajas de las legumbres: Oligosacéaridos de la familia rafinosa

Una de las razones que ha influido en la disminucion del consumo de porotos, son las
sustancias quimicas de efectos indeseados que sintetiza, también conocidos como

factores antinutricionales. Acido fitico, inhibidores de enzimas, taninos, lectinas y



oligosacaridos de la familia rafinosa; todos los mencionados desfavorecen el atractivo
de esta legumbre, ya sea porque reducen la biodisponibilidad de ciertos nutrientes,
dificultan la degradacion de proteinas, o producen efectos adversos tras la ingesta, como
es el caso en particular de los oligosacaridos de la familia rafinosa, conocidos por

provocar hinchazén y flatulencias en humanos (Shimelis & Rakshit, 2005).

Los oligosacaridos de la familia rafinosa o “RFQO”, son azucares que tienen en comun un
esqueleto de rafinosa, trisacarido constituido por galactosa, glucosa y fructosa, estas
Gltimas unidas por un enlace a-1,2-glicosidico, conformando una unidad de sacarosa.
La galactosa se encuentra unida a la glucosa mediante un enlace o-1,6-glicosidico, y
dependiendo de cuantas extensiones de galactosa estén presentes, se dara origen a
distintos oligosacaridos (Figura 2). Los mas abundantes en semillas son el trisacarido
rafinosa, el tetrasacarido estaquiosa y el pentasacarido verbascosa (Kuo y col., 1988),
los cuales actian como reservas de galactosa y contribuyen al desarrollo de la planta

durante la etapa de germinacién temprana (Bléchl y col., 2007).

Rafinosa Estaquiosa Verbascosa
DHICIH OH oH :”.,3”
4 \ Hu\:f";
HO- ) 3 :IC
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HO 0 oH 0
HO 0 o
H
0
OH

Figura 2. Estructura quimica de los tres principales oligosacaridos de familia rafinosa en legumbres.

En azul se muestran las unidades de galactosa, y en negro las de sacarosa. Las flechas rojas indican el



enlace a-D-1,6-glicosidico entre galactosa y glucosa, que es hidrolizado bajo la accion de la o-galactosidasa

(Imagen modificada a partir de Jorge y col., 2017).

La enzima a-galactosidasa es la que se encarga de hidrolizar el enlace a-1,6-glicosidico
gue une a galactosa y glucosa. Sin embargo, esta enzima no se encuentra en cantidades
suficientes en el tracto digestivo superior de animales monogastricos como los humanos
(Suarez y col., 1999). A causa de esto, los RFOs llegan intactos hasta el colon, donde
son fermentados por bacterias de la microbiota intestinal, reaccion que libera COo,
metano e hidrégeno, gases que finalmente son los que causan la hinchazén y

flatulencias que caracterizan el consumo de estos alimentos (Naczk y col., 1997).

Via de biosintesis de RFOs
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Figura 3. Via de biosintesis de RFOs. Se muestra la estructura quimica de todos los sustratos, en conjunto

con las enzimas involucradas en cada paso de la via.

La biosintesis de RFOs estd mediada por la accién de enzimas galactosiltransferasas.

El primer paso de esta via es la sintesis de galactinol, un compuesto formado a partir de



la transferencia del grupo galactosil de la UDP-galactosa hacia el L-myo-inositol,
mediante la accion de la enzima inositol-3-a-galactosiltransferasa, también conocida
como galactinol sintasa (GOLS; EC. 2.4.1.123). Esta enzima tiene una masa atémica de
aproximadamente 40 kDa, y su pH 6ptimo se encuentra entre 7,0 y 7,5 (Smith y col.,
1991; Liu y col., 1995). La sintesis de galactinol es clave para entrar en esta via de
biosintesis, pues este galactdsido es el que actia como el donante del grupo galactosil

en reacciones posteriores.

La siguiente reaccion en la via estd mediada por la enzima galactinol-sacarosa
galactosiltransferasa o rafinosa sintasa (RAFS; EC.2.4.1.82), de masa atomica de
aproximadamente 90 kDa y un pH 6ptimo entre 6,5y 7,0 (Li y col., 2007). Esta enzima
es la que se encarga de transferir el motivo galactosil desde el galactinol hacia una
molécula de sacarosa, formando asi el trisacarido rafinosa y liberando inositol en el
proceso. Tiene una alta especificidad hacia la sacarosa como aceptor del grupo
galactosil, razén por la cual no es capaz de patrticipar en la sintesis de RFOs de mayor

grado de polimerizacién (Peterbauer & Richter, 2001).

La ultima enzima participante en la via es la galactinol-rafinosa galactosiltransferasa o
estaquiosa sintasa (STS; EC. 2.4.1.67), de masa atémica entre 85 y 95 kDa, y con un
pH éptimo entre 6,5 y 7,0 (Richter y col., 2000). Si bien esta enzima se encarga
principalmente de la transferencia del motivo galactosa desde el galactinol hacia una
molécula de rafinosa, formando asi el tetrasacarido estaquiosa, se ha reportado que
tiene una amplia especificidad de sustrato, pudiendo utilizar al galactopinitol A, galactosil
ononitol, e incluso otra molécula de rafinosa como donantes del grupo galactosil. Del
mismo modo, también puede usar como aceptores al myo-inositol, ononitol y pinitol, e

incluso a la propia estaquiosa para asi formar verbascosa (Peterbauer & Richter, 2001).



Trabajo propuesto en el Seminario de Titulo

Hasta la fecha, los principales estudios realizados en legumbres se concentran en
aumentar su rendimiento, dejando de lado su valor nutricional y propiedades
organolépticas. Sumado a esto, en Chile hay al menos 200 variedades locales de P.
vulgaris (Manzur y col., 2016), pero su gran mayoria pasa desapercibida para la
poblacién chilena. Por estos motivos es que en este trabajo se busca entregar datos y
evidencia que pueda utilizarse para incentivar el consumo de porotos, caracterizando la
diversidad de las variedades locales pertenecientes al banco de germoplasma de la
Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile tanto a nivel genético
como en términos de RFOs. Por otro lado, los genes implicados en la via de biosintesis
de RFOs no han sido descritos exhaustivamente en porotos, y su identificacion podria
abrir también las puertas para una produccion de porotos con menor contenido de

oligosacéridos.



HIPOTESIS

La coleccion de variedades locales de Phaseolus vulgaris pertenecientes al banco de
germoplasma de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile son
genéticamente diversas y presentan variabilidad en sus niveles de oligosacéridos de la

familia rafinosa (RFOS).

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la diversidad genética y la acumulacion de RFOs en las variedades locales
de Phaseolus vulgaris pertenecientes al banco de germoplasma de la Facultad de
Ciencias Agrondmicas de la Universidad de Chile, e identificar los genes implicados en

la biosintesis de los RFOs.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar las variedades locales de P. vulgaris del banco de germoplasma vivo
de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile, mediante el
uso de marcadores moleculares tipo SSR.

2) Determinar la acumulacién del conjunto de oligosacéridos: rafinosa, estaquiosa
y verbascosa, en las variedades locales de P. vulgaris del banco de germoplasma
de la Facultad de Ciencias Agronémicas de la Universidad de Chile

3) Identificar genes candidatos que participan en la via biosintética de RFOs en el

genoma de P. vulgaris.



1. Caracterizacion molecular de la diversidad genética de variedades locales de

P. vulgaris

MATERIALES Y METODOS

1.1 Seleccién de marcadores SSRs

Se realiz6é una busqueda bibliografica de SSRs previamente descritos por otros autores

en el género Phaseolus. A partir de esto se mandé a fabricar diez pares de partidores

que amplificaban para los siguientes microsatélites: PV-AT001 (Yu y cols., 1999);

BM183, BM210, BM172, PV-AT007 (Gaitan-Solis y cols., 2002); BM137, BM143, BM152,

BM160, GATS91 (Blair y cols., 2003 & 2006).

Tabla l. Listado de SSRs utilizados para genotipificar las 18 variedades de P. vulgaris. F: Forward; R:

Reverse.

SSR

BM137

BM210

BM183

BM143

BM152

BM160

GATS91

PV-

ATO01

BM172

PV-
AT007

Secuencia
repetitiva

(CT)33
(CT)15
(TC)14
(GA)35
(GA)31
(GA)15(GAA)
?GA)l?
(AT)22
(GA)23

(AT)12

Secuencia de los partidores (5'->3")

F - CGCTTACTCACTGTACGCACG
R — CCGTATCCGAGCACCGTAAC

F — ACCACTGCAATCCTCATCTTTG
R — CCCTCATCCTCCATTCTTATCG

F — CTCAAATCTATTCACTGGTCAGC
R - TCTTACAGCCTTGCAGACATC

F — GGGAAATGAACAGAGGAAA
R - ATGTTGGGAACTTTTAGTGTG

F — AAGAGGAGGTCGAAACCTTAAATCG
R — CCGGGACTTGCCAGAAGAAC

F - CGTGCTTGGCGAATAGCTTTG
R - CGCGGTTCTGATCGTGACTTC

F - GAGTGCGGAAGCGAGTAGAG
R —-TCCGTGTTCCTCTGTCTGTG

F — GGGAGGGTAGGGAAGCAGTG
R — GCGAACCACGTTCATGAATGA

F - CTGTAGCTCAAACAGGGCACT
R — GCAATACCGCCATGAGAGAT

F — AGTTAAATTATACGAGGTTAGCCTAAATC
R — CATTCCCTTCACACATTCACCG
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Referencia

Blair et al.
2006

Gaitan-Solis et
al. 2002

Gaitan-Solis et
al. 2002

Blair et al.
2003 & 2006

Blair et al.
2003 & 2006

Blair et al.
2003 & 2006

Blair et al.
2003 & 2006

Yu et al. 1999

Gaitan-Solis et
al. 2002
Gaitan-Solis et
al. 2002

Tamafio
esperado

(pb)

155

166

149

143

127

211

229

107

192



1.2 Material vegetal y extraccién de DNA genémico

Se trabajé con 18 variedades locales de P. vulgaris (Figura 3) pertenecientes al banco
de germoplasma vivo de la Facultad de Ciencias Agrondmicas, Universidad de Chile. El
material vegetal analizado fue foliar, y estuvo almacenado a -80 °C para su correcta
preservacion. La extraccion de DNA se llevd a cabo utilizando el Qiagen DNeasy Plant

Minikit, siguiendo el procedimiento descrito en el manual asociado.

Tras esto, se utilizé el espectrofotometro TECAN NanoQuant Infinite M200 Pro para

cuantificar el DNA extraido a 260 nm de longitud de onda.

1.3 Amplificacién de SSRs por PCR

Para comprobar que las condiciones de amplificacion fuesen las adecuadas, se
realizaron pruebas previas, utilizando partidores forward y reverse sin modificar. Los
productos de PCR obtenidos a partir de este procedimiento fueron separados mediante
electroforesis en geles de agarosa. El gel de agarosa se encontraba al 1,8%, el buffer
utilizado fue TAE 1X, y el gel se corri6 a 90 V durante 1 hora. Posteriormente los

resultados fueron visualizados bajo luz UV en un trans-iluminador.

Para obtener productos de PCR marcados fluorescentemente, se siguid la estrategia
propuesta por Schuelke (2000), en la cual se utiliza un set de 3 partidores por reaccion:
un partidor forward modificado, que tiene wunido una cola M13 (5'-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) a su extremo 5’, un partidor reverse, y finalmente una
cola M13 (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’) marcada con un fluoréforo (PET o FAM),
con el objetivo de que la M13 marcada se incorpore a los productos finales. Teniendo
esto en consideracion, cada reaccion de PCR se preparé en un volumen final de 20 L,

utilizando 20 ng de DNA templado, 1U de BIOLASA DNA-Polimerasa, buffer 1X, 0,4 mM

11



de dNTPs (a partir de un stock que contenia los 4 dNTPs: A, C, Gy T), 1,5 mM de MgCl.,
0,2 uM del partidor forward-M13, 0,8 pM del partidor reverse (secuencias de ambos
presentadas en la Tabla I) y 0,8 uM de la cola M13 marcada. La concentracion y
proporcion de los partidores utilizados fueron anteriormente determinadas por Oblessuc
y cols. (2009) como la mas eficiente entre cuatro combinaciones distintas. Cada ronda

de amplificacion se llevé a cabo junto a un control negativo.

El programa de amplificacion utilizado fue: iniciacion a 94 °C x 1 min; 30 ciclos (94 °C x
1 min; 55 °C x 1 min; 72 °C x 1 min); 8 ciclos (94 °C x 1 min; 53 °C x 1 min; 72 °C x 1
min); y una extension final a 72 °C x 10 min, el cual habia sido previamente utilizado por

Oblessuc y cols. (2009).

Los productos de PCR fluorescentes fueron posteriormente colocados en placas de 96

pocillos y enviados al servicio de electroforesis capilar de la Unidad de Secuenciacion

de la Pontificia Universidad Catolica de Chile.

1.4 Analisis de electroferogramas

Los resultados obtenidos del analisis por electroforesis capilar fueron entregados a
través de correo electrénico por la Unidad de Secuenciacién de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile en formato grafico, como electroferogramas. Los electroferogramas
fueron analizados utilizando el software PeakScanner v.2, con el cual se determiné el
tamafo de cada alelo presente en cada variedad; y posteriormente validados utilizando
el software Micro-Checker v.2.2.3. ML-Null Freqg fue utilizado para el célculo de la
frecuencia de alelos nulos en la poblaciéon estudiada. Los parametros genéticos: nimero
efectivo de alelos (Ne), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He),

e indice de Wright (Fis) fueron calculados con el software PopGene v.1.32. Los gréficos
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de frecuencia alélica fueron hechos en GraphPad Prism 6 para Windows, GraphPad

Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com.

Se generd una matriz en Excel en la cual se presentan todos los alelos de cada variedad;
en caso de no haber amplificacion se marcd con “0”. Esta matriz fue importada al
software DARWin v.6.0.21 (Perrier & Jacquemoud-Collet, 2006), con el cual se generé

un dendrograma, utilizando el “método de unién de vecinos” o Neighbor Joining (NJ).

2. Cuantificacion de niveles de oligosacaridos de la familia rafinosa

2.1 Material vegetal

Para cuantificar los RFOs tanto de las variedades locales (Figura 4) como de los
tratamientos coccion y pre-coccion (Tabla IV), se trabajé a partir de grano de P. vulgaris,
los cuales fueron reducidos a harina mediante distintos procesos de molienda. Las
variedades locales se encontraban a 4 °C previo a la molienda, luego fueron pulverizadas
utilizando una maquina para triturar granos de café, y tras ello se almacenaron en tubos

Eppendorf de 2 mL a temperatura ambiente.

En el caso de los granos sometidos a distintos tratamientos de coccién y pre-coccion,
estos tenian un mayor contenido de agua debido a la naturaleza de las preparaciones,
razon por la cual se almacenaron a -20 °C. Para la molienda se utilizé el molinillo IKA
All Basic en presencia de nitrégeno liquido, y la harina resultante fue almacenada en

tubos Falcon de 50 mL a -20 °C.
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Bio-Bio

Hallado dorado

Juanita

Pinto 114 Rifi6n dorado Variedad 6 Variedad y

Vino autéctono Zepellin

Figura 4. Pequefia coleccién de germoplasma de poroto chileno. Se observan las 18 variedades locales
a analizar en el presente estudio, pertenecientes al banco de germoplasma de la Facultad de Ciencias

Agrondmicas de la Universidad de Chile (Fotografias por Daniela Castillo).
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2.2 Extraccién de azlUicares

Para las variedades del banco de germoplasma se realiz6 el proceso de extraccion de
azucares en tres réplicas técnicas de cada ensayo, en conjunto a un control positivo de
harina de soya proporcionado por el kit Megazyme: Raffinose/Sucrose/Glucose Assay.
Se utilizaron 0,50 = 0,01 g de harina de poroto de cada muestra, las que se colocaron
en diferentes tubos de ensayo, se les agregé 5 mL de etanol 95% v/v en cada uno, y se

incubaron en un bafio de agua caliente entre 84 y 88 °C durante 5 minutos.

Tras esto, el contenido de cada tubo se traspasé a su respectivo matraz, donde se le
agrego buffer acetato de sodio (50mM, pH 4,5) hasta completar 50 mL de volumen final,

y se dejo reposar por 15 minutos a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo se agitd la mezcla y se traspasaron 5 mL de la solucién a tubos
de ensayo, se le agregé 2 mL de cloroformo y se mezcl6 en un vortex durante 15
segundos, para luego centrifugar a 1.000 g por 10 minutos. Finalmente se recuperé 1
mL de sobrenadante correspondiente al extracto de azlcares, el cual fue almacenado

en tubos Eppendorf a 4 °C para ser utilizados dentro de los siguientes tres dias.

2.3 Método de cuantificacion de azlUcares

Para la determinacion de la concentracibn de azucares se utiliz6 el Megazyme:
Raffinose/Sucrose/Glucose Assay Kit. El control positivo para los ensayos fue harina de

soya y un control de glucosa de concentraciones conocidas, proporcionados por el kit.

Por cada solucién de azlcares se realizaron tres ensayos, traspasandose alicuotas de
0,2 mL de extracto a tubos de ensayo donde fueron incubadas con 0,2 mL de buffer
acetato de sodio (50mM, pH 4,5) (solucién A); 0,2 mL de invertasa (solucién B); y 0,2 mL

de una soluciéon de a-galactosidasa e invertasa (solucion C), respectivamente. Las
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soluciones resultantes fueron incubadas en un bafio de agua a 50 °C durante 20 minutos.
Tras esto se agreg6 a cada solucién 3 mL de reactivo GOPOD (glucosa oxidasa y
peroxidasa en presencia de 4-aminoantipirina y acido p-hidroxibenzoico), y se incub6
nuevamente a 50 °C por 20 minutos. Tras esto se midié la absorbancia a 510 nm en un

espectrofotébmetro.

2.4 Anédlisis estadisticos

Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza de un factor (ANOVA),
seguido de la prueba HSD de Tukey para comparar entre si las variedades de P. vulgaris.
Resultados con valores de p < 0,05 fueron aceptados como estadisticamente
significativos. El analisis se llevo a cabo utilizando GraphPad Prism 6 para Windows,

GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com. A partir de lo

obtenido de la prueba de Tukey se realiz6 una matriz con todas las variedades, donde
“1” significaba que no habia diferencia significativa entre ese par, y “0” que si lo habia,

segun esto se formaron grupos de la A ala J en el caso de las variedades locales.

3. Identificacion de genes candidatos de la via de biosintesis de RFOs en P.

vulgaris

Para identificar los posibles genes implicados en la via biosintética de RFOs en P.
vulgaris, se realizaron BLASTS bidireccionales. En primer lugar, se buscé las secuencias
aminoacidicas de las enzimas de la via (GOLS, RAFS y STS) en Arabidopsis thaliana

v10.1 (obtenidas a partir de TAIR, https://www.arabidopsis.org), Glycine max v2.0

(SoyBase, https://www.soybase.org), Pisum sativum y Vigna angularis (ambas a partir

de PMN, https://plantcyc.org y UniProt, https://www.uniprot.org), organismos en los

cuales una o mas de las enzimas de interés se encontraban descritas en la literatura.
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Con estas secuencias proteicas se realizaron tBLASTn en contra del genoma de P.
vulgaris v1.0 utilizando la matriz de sustitucion BLOSUMG62, y se seleccion6 como
candidatos aquellos resultados que cumplieran con un e-value menor a 10?° y un
porcentaje de identidad mayor al 60%. Tras esto, se tomé la secuencia codificante cds
de cada candidato y se realizaron tBLASTx en contra de los genomas de las plantas
utilizadas como modelo, seleccionando aquellos resultados que coinciden con las
secuencias utilizadas en el primer BLAST, y que cumplieran con los parametros

establecidos con anterioridad.
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RESULTADOS

1. Caracterizacion molecular de la diversidad genética de variedades locales de P.

vulgaris

Con el propésito de determinar la diversidad génica entre las variedades locales de P.
vulgaris, se utilizaron marcadores moleculares tipo SSR. Un total de diez SSRs fueron
utilizados para genotipificar las variedades locales (Tabla I). De estos, los SSRs BM137,
BM143, BM183 y GATS91, marcados con el fluor6foro PET, amplificaron en la mayoria
de las variedades analizadas segun lo arrojado por el andlisis de electroforesis capilar.
En contraste, los SSRs PV-AT001, PV-AT007, BM152, BM160 y BM172, marcados con
el fluor6foro FAM, no presentaron peaks notables en ninguna de las variedades segun

lo observado en sus respectivos electroferogramas.

Por su parte, BM210 marcado con PET, amplificé unicamente en la variedad “Barbucho”,
una variedad de la cual solo se contaba con material foliar, usado para realizar la
extraccion de DNA. No se contaba con grano, y por tanto no se le podia realizar la
extraccion y cuantificacién del contenido de oligosacaridos, razén por la cual esta
variedad fue descartada. BM210 al no amplificar en ninguna otra variedad, fue también
descartado del posterior andlisis de datos, junto a todos los demas SSRs que no

amplificaron.

Los cuatro marcadores que amplificaron resultaron ser polimorficos, con una cantidad
de alelos que varia entre 3 (BM183) y 6 (BM137 y BM143). Desde la Figura 5 hasta la
Figura 8 se muestran algunos de los electroferogramas, dando ejemplo de todos los

alelos obtenidos, visualizados utilizando el software Peak Scanner v.2.
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Figura 5. Deteccién de seis alelos con el SSR BM137 en variedades locales de P. vulgaris. Se observan
los electroferogramas de este marcador en la coleccion analizada. Las variedades Orfeo (heterocigota,
alelos de 138 y 140 pb), Rifién dorado (heterocigota, alelos de 138 y 144 pb), Bio Bio (heterocigota, alelos
de 138y 156 pb), Azufrado (heterocigota, alelos de 138 y 160 pb), Hallado dorado (heterocigota, alelos de
138 y 162 pb). El control corresponde a la reaccion en la que se reemplazé el DNA templado por agua. El

eje X corresponde al tamafio de los alelos en pb, y el eje Y a la intensidad de fluorescencia detectada.
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Figura 6. Deteccién de seis alelos con el SSR BM143 en variedades locales de P. vulgaris. Se observan
los electroferogramas de este marcador en la coleccion analizada. Las variedades Orfeo (homocigota, alelo
de 133 pb), Rifion dorado (homocigota, alelo de 149 pb), Hallado chico (homocigota, alelo de 153 pb), Bio
Bio (homocigota, alelo de 155 pb), Hallado dorado (homocigota, alelo de 163 pb), y Vino aut6ctono
(homocigota, alelo de 165 pb). El control corresponde a la reaccion en la que se reemplazé el DNA templado

por agua. El eje X corresponde al tamafio de los alelos y el eje Y a la intensidad de fluorescencia detectada.
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Figura 8. Deteccion de cuatro alelos con el SSR GATS91 en variedades locales de P. vulgaris. Se
observan los electroferogramas de este marcador en la coleccion analizada. Las variedades Vino autéctono
(homocigota, alelo de 243 pb), Juanita (homocigota, alelo de 245 pb), Zepellin (homocigota, alelo de 269
pb), y Rifidn dorado (homocigota, alelo de 275 pb). El control corresponde a la reaccion en la que se
reemplaz6 el DNA templado por agua. El eje X corresponde al tamafio de los alelos y el eje Y a la intensidad

de fluorescencia detectada.
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Tabla Il: Variaciones alélicas entre las 18 variedades locales chilenas de P. vulgaris detectadas
mediante el uso de SSRs. Un resumen de las variedades locales de P. vulgaris analizadas y los tamafios
de los alelos (pb) detectados utilizando SSRs. Tanto las variedades que se muestran en gris como las azules

no pudieron ser distinguidas entre si utilizando Unicamente estos cuatro SSRs. n.a: no hubo amplificacion.

Variedad BM137 BM143 BM183 GAST91
(138-162) (133-165) (164-170) (243-275)
Alelos (pb) Alelos (pb) Alelos (pb) Alelos (pb)
A B A B A B A B
Hallado chico 138 138 153 153 170 170 243 243
Variedad y 138 138 155 155 170 170 243 243
Indiano 138 138 155 155 170 170 243 243
Clavel 138 138 155 155 170 170 243 243
Vino aut6ctono 138 138 165 165 170 170 243 243
Arroz tuscola 138 138 n.a n.a 164 164 275 275
Orfeo 138 140 133 133 166 166 269 269
Rifién dorado 138 144 149 149 164 164 275 275
Bio-Bio 138 156 155 155 170 170 245 245
Araucano 138 160 155 155 170 170 243 243
Azufrado 138 160 155 155 170 170 245 245
Variedad 6 138 160 163 163 170 170 245 245
Hallado dorado 138 162 163 163 170 170 245 245
Zepellin 144 144 149 149 164 164 269 269
Pinto 114 n.a n.a 149 149 164 164 269 269
Michi irran n.a n.a 155 155 170 170 243 243
Cranberry n.a n.a 155 155 170 170 243 243
Juanita n.a n.a 155 155 170 170 245 245

Se observé un total de 19 alelos distintos para los cuatro SSRs analizados, a lo largo de
las 18 variedades estudiadas, con un promedio de 5 alelos por locus. BM183 y GATS91
se encuentran presentes en todas las variedades. Por otro lado, BM137 y BM143 estan
en la mayoria, con la excepcién de BM137 en Pinto 114, Michi irran, Cranberry y Juanita;
y BM143 en Arroz tuscola (Tabla Il). BM183 fue el marcador menos polimérfico,
presentando tres alelos, seguido de GATS91 con cuatro alelos, mientras que los mas

polimorficos fueron BM137 y BM143, ambos con seis alelos cada uno. En contraste, con
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respecto a la frecuencia alélica, el mas representado fue el alelo de 170 pb del marcador
BM183, con una frecuencia alélica de aproximadamente un 72%, mientras que los
menos representados fueron los alelos de 140, 156 y 162 pb del marcador BM137, con
una frecuencia alélica de unicamente un ~3,5%. Estos datos se encuentran

representados graficamente en la Figura 9.

Segun los resultados arrojados por Micro-checker, ninguno de los marcadores utilizados
presentaria dropout de alelos grandes (definido como alelos de gran tamafio que no se
amplifiquen de forma tan eficiente como los de menor tamafio). Por el contrario, segin
Micro-checker, tres de los cuatro SSRs presentan evidencia para alelos nulos, siendo
estos BM143, BM183 y GATS91; la frecuencia de estos alelos nulos fue determinada
mediante el uso del software ML-Null Freq. Considerando esto, sin incluir a BM137, en
promedio se tendria una frecuencia de alelos nulos de 0,391, con un minimo de 0,316
para BM138 y un maximo de 0,449 para BM143. Con respecto a errores por stuttering
(definido como pequefios cambios en el tamafio de los alelos generados durante la
reaccion de PCR, por errores en la amplificacion), solamente el marcador GATS91

presentd evidencia de tenerlos.

El nimero de alelos efectivos (Ne) por locus varia entre 1,7 (BM183) y 3,2 (GATS91),
con un promedio de 2,5. La heterocigosidad observada (Ho) varia entre 0 (BM143,
BM183, GATS91) y 0,5 (BM137), mientras que la heterocigosidad esperada (He) va
desde 0,4 (BM183) a 0,7 (GATS91), con valores promedio de 0,1y 0,6, respectivamente.
El indice de Wright varia entre 0 (BM137) a 1 (BM143, BM183, GATS91), con un

promedio de 0,8. Todos estos datos se encuentran ordenados en la Tabla lll.
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Tabla Ill. Parametros de diversidad genética entre las variedades locales chilenas de P. vulgaris,
mediante el uso de SSRs. N: Nimero de alelos; Ne: nimero de alelos efectivos; Fnull: frecuencia de alelos
nulos; Ho: heterocigosidad observada; He: heterocigosidad esperada de Nei; PIC: contenido de informacion

polimorfica; Fis: indice de Wright.

SSR N Ne Fnull Ho He PIC Fis
BM137 6 2,1 0,5 0,5 0,5 0
BM143 6 3,0 0,4 0 0,7 0,6 1
BM183 3 1,7 0,3 0 0,4 0,4 1
GATS91 4 3,2 0,4 0 0,7 0,6 1
Promedio 4,8 2,5 0,4 0,1 0,6 0,5 0,8
Desviacion estandar | 1,5 0,7 0,1 0,3 0,1 0,1 0,5

Para los SSRs BM137, BM143 y BM183, se observa la presencia de un alelo
notoriamente mas representado, 138, 155 y 170 respectivamente, con una frecuencia
alélica superior al 50%, mientras que todo el resto tiene frecuencias que oscilan entre un
3 y un 18%. En el caso de GATS91, si bien es notorio que el alelo 243 es el mas

representado (~44%), su distribucién es mas homogénea que en los demas (Figura 9).

Con la informacién alélica recopilada se realizO una matriz que contenia toda la
informacién de los SSRs para cada variedad, la cual se ingres6 al software DARWiIn
v.6.0.21, y con ella se generé un dendrograma mediante el método de agrupamiento

Neighbor Joining (Figura 10).
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Figura 9: Distribucion alélica de los cuatro SSRs analizados (BM137, BM143, GATS91 y BM183) entre

las 18 variedades locales chilenas de P. vulgaris. En el eje X se muestran los alelos segun su tamafio en

pb, y en el eje Y su frecuencia dentro de la poblacion de P. vulgaris trabajada.
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Figura 10. Dendrograma de la diversidad génica de las variedades locales chilenas de P. vulgaris, mediante el uso de cuatro SSRs. Este
dendrograma fue hecho con el método de agrupamiento Neighbor Joining con el software DARWin v.6.0.21. Los nameros de los nodos corresponden al

andlisis de bootstrap.
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2. Cuantificacion de niveles de RFO de variedades locales de P. vulgaris

Con el objetivo de determinar el contenido de RFOs de cada una de las variedades
disponibles, se redujo los granos de poroto a harina, y se llevo a cabo un protocolo de
extraccion solido liquido. Los niveles de glucosa, sacarosa y RFOs fueron
posteriormente medidos mediante un método de cuantificacién colorimétrico, utilizando

un espectrofotometro y midiendo la longitud de onda a 510 nm.

El contenido de RFOs de las variedades locales analizadas se encuentra entre un
maximo de 6,353 y un minimo de 3,310 [mmol/100 g de harina de poroto], para las

variedades Cranberry y Orfeo, respectivamente (Tabla Suplementaria I).

Debido al método de cuantificacion utilizado, no es posible determinar los niveles de
rafinosa, estaquiosa y verbascosa de forma independiente. Los resultados obtenidos dan
cuenta de la concentracion de RFOs como grupo, pues se miden en funcién de los moles
de glucosa liberados después de la accidén de la a-galactosidasa y la invertasa, y en lo
gue difieren los RFOs no es en sus unidades de glucosa (todos tienen solamente una),
sino en las de galactosa. Por esta razon, no se pudo determinar cudl es el oligosacarido
predominante en las variedades analizadas, aungue en estudios previos se ha reportado,
mediante HPLC, que el oligosacarido predominante en P. vulgaris es la estaquiosa (Kuo
y col., 1988; McPhee & Myers, 1995). La estaquiosa reportada en estos estudios fue de
un promedio de 4,51 mmol/100g de harina en el trabajo de Kuo y col. (1988); mientras
gue en el estudio de McPhee y Myers (1995) se obtuvo un valor promedio de 3,17
mol/100g de harina. En ambos trabajos se determiné el contenido de cada uno de los
oligosacéridos de forma independiente (estaquiosa y rafinosa, pues no se hall6 mas que
trazas de verbascosa en las muestras de P. vulgaris), algo que no pudo realizarse en

este estudio, sin embargo, la suma de los valores de estaquiosa y rafinosa hallados en
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estos trabajos no es lejana a los valores de RFOs obtenidos como grupo en el presente

seminario de titulo.

En promedio, se obtuvo un valor de 5,087 + 0,64 mmol/100g de harina de poroto para la
poblacién trabajada. La mayoria de las muestras analizadas se encuentran dentro del

error estandar de la media, con las Unicas excepciones de Cranberry, Juanita, Bio-Bio y

Orfeo.
Variedades de Phaseolus vulgaris
Cranberry 1 -a
Variedad 6 —1—b
Rifién dorado 1 ——ab
Pinto 114 +b
Clavel - —1—b
Araucano —b
Variedad y 1b
Arroz tuscola rbe
Zepellin - ——bc
Hallado dorado 1 | bed
Azufrado ——1—bcd
Vino autoctono - —+— bcd
Indiano —- bed
Hallado chico | bcde
Michi irran - ——cde
Juanita H-de
Bio Bio - e
Orfeo o
0.0 2.5 5.0 7.5

Contenido de RFOs (mmol/100g)

Figura 11. Contenido de RFOs de 18 variedades locales de granos de la especie P. vulgaris. Las
variedades se encuentran ordenadas de forma decreciente segin su contenido de oligosacaridos. Cada
barra representa el valor promedio de RFOs por variedad (detallados en la Tabla Suplementaria I), junto a
su error estandar. Cada ensayo fue realizado en triplicado. Letras en comin muestran la ausencia de
diferencias significativas (p < 0.05) entre el contenido promedio de RFOs de cada variedad, segun lo
obtenido a partir de una prueba de ANOVA de un factor y posterior prueba HSD de Tukey para las

comparaciones multiples.
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Las letras que mas se repiten son la “b” y la “c”, constituyendo en conjunto a
aproximadamente un 78% de la coleccion analizada (14 de 18 muestras), abarcando
desde Variedad 6 hasta Michi irran. Todas las variedades a las que se les asigno estas

letras se encuentran dentro del intervalo de la desviacién estandar.

Solo la variedad Orfeo logra diferenciarse totalmente del resto de variedades, siendo la
Unica a la cual se le asigno la letra “f”. Por otro lado, si bien Bio Bio y Juanita tienen letras
en comun con otras variedades (“e” y “d”), estas constituyen menos de la mitad de la
poblacién trabajada, por separado y en conjunto, a diferencia de lo que ocurre con “b” y
“c”. Estas tres variedades constituyen el extremo inferior del grafico (Figura 11). En
contraste, por el extremo superior se observa la variedad Cranberry, con el mayor
contenido de RFOs de las muestras trabajadas. Cranberry de forma similar a Orfeo, se
diferencia casi totalmente del resto de variedades, siendo la Unica excepcion la variedad

Rifl6n dorado.

= 2.1 Cuantificacién de niveles de RFO tras distintos tratamientos pre-
coccion y de coccidén en P. vulgaris variedad hallado (comercial)

Con el propésito de comprobar el efecto y potencialmente la eficacia de distintos
tratamientos populares de coccion y pre-coccién en la disminucién de los niveles de
oligosacaridos de los granos de P. vulgaris, se cuantificaron los RFOS de una variedad
comercial de P. vulgaris (P. vulgaris variedad Hallado), después de 13 tratamientos
diferentes, utilizando el mismo método de extraccién y cuantificacion empleado
anteriormente en las variedades locales del banco de germoplasma. Los tratamientos

realizados se encuentran descritos en la Tabla IV, junto a sus respectivos resultados.
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Tabla IV. Contenido de RFOs de la variedad comercial de P. vulgaris “Hallado”, después de 13
tratamientos de coccion y pre-coccién. Los resultados se muestran en orden decreciente segin el
contenido promedio de oligosacaridos por tratamiento. Cada tratamiento se encuentra descrito dentro de la

misma tabla y cuenta con una numeracion asociada. (Tratamientos realizados por Natalia Jara).

NUumero Tratamiento RFOs [mmol/100g]
1 Sin tratar 3,107
2 Remojo por 12 horas, en presencia de bicarbonato 1,935
3 Remojo por 12 horas 1,695
4 Remojo por 24 horas 1,594
5 Remojo por 12 horas con cambio de agua, cocido una hora 1,203
6 Remojo por 12 horas con cambio de agua, tostado seis 1,094
minutos, cocido una hora
7 Remojo por 24 horas con cambio de agua, cocido una hora 1,045
8 Remojo por 24 horas sin cambio de agua, cocido una hora 1,013
9 Remojo por seis horas sin cambio de agua, cocido una hora | 0,943
10 Remojo por seis horas con cambio de agua, cocido una hora | 0,932
11 Remojo por seis horas con cambio de agua, tostado tres 0,891
minutos
12 Tostado tres minutos, sin remojar 0,810
13 Remojo por 12 horas con cambio de agua, tostado tres 0,667
minutos, cocido una hora
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Figura 12. Contenido de RFOs de 13 tratamientos de coccién y de pre-coccién sobre una variedad
comercial de P. vulgaris (Hallado). Los tratamientos se encuentran ordenados de forma decreciente segin
su contenido de oligosacaridos. La numeracion presente en el eje y representa a cada uno de los
tratamientos realizados, que se encuentran detallados en la Tabla V. Cada barra representa el valor
promedio de RFOs por tratamiento, junto a su error estandar. Cada ensayo fue realizado en triplicado. Letras
en comun indican la ausencia de diferencias significativas (p < 0.05) entre el contenido promedio de RFOs
de cada tratamiento, segun lo obtenido a partir de una prueba de ANOVA de un factor y posterior prueba
HSD de Tukey para las comparaciones multiples.

En cada preparacion se pusieron a prueba diferentes variables, siendo estas: remojo,
cambio de agua, coccién, tostado y presencia de bicarbonato. Las preparaciones mas
simples fueron las que consistian Unicamente de remojo a diferentes tiempos. Si bien
estas practicas resultaron ser las menos eficaces de todas las evaluadas, aun asi,
suponen una disminucion de aproximadamente el 45% del contenido total de RFOs. El

remojo en conjunto con el proceso de coccidn, técnicas comunmente utilizadas en

preparaciones de porotos, conforman una buena base para la reduccion de RFOs; todas
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las preparaciones que constan de ambos factores vieron reducidos sus oligosacéaridos
entre un 60 y 80%. El tostado de los granos, por su parte, resultd ser factor importante
para llevar la reduccion de RFOs mas alla del que ofrece la cocina tradicional, donde
tres de los cuatro métodos mas eficientes contienen esta variable, proporcionando una
reduccion de RFOs que va entre 70 y 80%. Por otro lado, que haya o no cambio de agua
durante el remojo no otorg6 resultados consistentes, asi como tampoco la presencia de
bicarbonato en el agua influyé en el efecto del remojo (no se encontraron diferencias
significativas entre el remojo de 12 horas con y sin bicarbonato). El tratamiento mas
eficaz resulté ser el remojo por 12 horas con cambio de agua, tostado tres minutos y

cocido por una hora.

3. Identificacion de genes candidatos de la via de biosintesis de RFOs en P.
vulgaris

Con el objetivo de identificar los genes implicados en la via biosintética de RFOs, se
buscaron las secuencias aminoacidicas de las enzimas de la via descritas en otras
plantas y se hicieron BLASTSs bidireccionales en contra del genoma de P. vulgaris. Las
enzimas de interés corresponden a la inositol-3-a-galactosiltransferasa (GOLS);
galactinol-sacarosa galactosiltransferasa (RAFS), y galactinol-rafinosa
galactosiltransferasa (STS).

Si bien en plantas como V. angularis y P. sativum solo se encontré una y dos enzimas
de la via descritas, respectivamente, en las otras plantas usadas, A. thaliana y G. max,
se encontraron varias, las cuales después de realizados los BLASTs en contra del
genoma de P. vulgaris arrojaron siempre los mismos resultados, los que coincidian entre

si y también con los obtenidos a partir de poroto adzuki (V. angularis) y arveja (P.
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sativum), con variaciones en sus porcentajes de identidad, diferencia que se noto
especialmente en A. thaliana.

Tras comprobar la bidireccionalidad de los resultados, se obtuvieron tres posibles genes
para GolS en P. vulgaris, con los siguientes cddigos de acceso: PHAVU_001G215300g,
PHAVU_001G223700g, y PHAVU_007G203400g, resultados que se repiten tanto al
comparar con el genoma de A. thaliana, como con el de G. max. Para RafS se obtuvieron
también tres posibles genes, cuyos cédigos de acceso son: PHAVU_009G175400g,
PHAVU_004G007100g y PHAVU_008G282600g, a partir del analisis contra el genoma
de A. thaliana y P. sativum. Finalmente, en el caso de StS tanto al comparar con enzimas
descritas en A. thaliana, G. max, P. sativum, y V. angularis, siempre se llegé al mismo

gen, cbdigo de acceso PHAVU_001G214300g.
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Nombre
aceptado

Inositol 3-a-
galactosil-
transferasa

Galactinol-
sacarosa
galactosil-
transferasa

Galactinol-
rafinosa
galactosil-
transferasa

Tabla V: Putativos genes candidatos de la via de biosintesis de RFOs en P. vulgaris, identificados mediante BLASTSs bidireccionales. En blanco se
presenta la informacion de la enzima, el organismo modelo utilizado y el locus del gen, mientras que en gris se muestran los resultados obtenidos de los
BLASTSs en ambas direcciones.

Enzima

Alias

GOLS

RAFS

STS

EC Organismo

2.4.1.123 A. thaliana®

G. max

2.4.1.82 A. thaliana

A. thaliana

P. sativum

2.4.1.67 A. thaliana

G. max

P. sativum

V. angularis

Modelo

Locus

AT2G47180

GLYMA_19g22
7800

AT5G40390

AT1G55740

AJ426475

AT4G01970

GLYMA_19G21
7700

AJ512932

LR48_Vigan03g
277100

Referencia

Panikulangara y cols., 2004

Van Hay cols., 2015

Anderson & Kohorn, 2001

Lamesch y cols., 2012

Peterbauer y cols., 2002a

Gangl & Tenhaken, 2016

Schmutz y cols., 2010

Peterbauer y cols., 2002b

Peterbauer & Richter, 1998

P. vulgaris

Mejores hits

PHAVU_001G215300g
PHAVU_001G223700g
PHAVU_007G203400g
PHAVU_001G223700g
PHAVU_007G203400g
PHAVU_001G215300g
PHAVU_009G175400g
PHAVU_004G007100g
PHAVU_008G282600g
PHAVU_009G1754009
PHAVU_004G007100g

PHAVU_001G214300g

PHAVU_001G214300g
PHAVU_001G214300g
PHAVU_001G214300g

tBLASTN
e-value %
identidad

0.0 79.75%
0.0 75.70%
0.0 73.90%
0.0 90.60%
0.0 82.48%
1,00E®  78.07%
0.0 63.43%
0.0 63.14%
0.0 69.84%
0.0 74.47%
0.0 64.15%
0.0 57.24%*
0.0 87.21%
0.0 73.87%
0.0 89.06%

tBLASTX
e-value %
identidad
6,00E1°  90.73%
6,00E1°  76.67%
3,00E%60  75.96%
0.0 87.46%
0.0 87.06%
4,00E1%°  83.33%
0.0 69.49%
0.0 74.21%
0.0 73.67%
0.0 83.44%
0.0 72.67%
0.0 72.96%
0.0 89.86%
0.0 79.66%
0.0 93.97%

1En el genoma de Arabidopsis se encontré ocho genes codificando por GolS, pero en vista de que todos ellos arrojaban los mismos tres resultados en P.

evitar redundancias, se opt6 por hacer lo mismo con las secuencias de G. max en caso de obtenerse resultados repetidos.
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DISCUSION

Tomando en cuenta el creciente interés que ha atraido esta legumbre en el Gltimo tiempo
debido a su importancia alimentaria y medioambiental, evaluar la diversidad genética de
una poblacién de variedades chilenas de P. vulgaris, distintas a las que ya se encuentran
dentro del mercado internacional, para posteriormente asociar el andlisis molecular con
informacion fenotipica constituye un primer acercamiento importante en el ambito de

mejoramiento de cultivos.

1. Caracterizacion molecular de la diversidad genética de variedades locales de P.

vulgaris

Los tamafos de los alelos obtenidos en este trabajo, para los SSRs BM137, BM143,
BM183 y GATS91, se encuentran en un rango que coincide con los presentados en
estudios anteriores (Blair y col., 2006). El uso de estos cuatro SSRs permitié diferenciar
13 de las 18 variedades de P. vulgaris trabajadas; aquellas que no se pudo distinguir
entre si fueron, por un lado, Variedad y, Clavel e Indiano, y por el otro Cranberry y Michi-

irran (Tabla Il; Figura 8).

Con respecto a los marcadores que no amplificaron en ninguna variedad, PV-AT001,
PV-AT007, BM152, BM160 y BM172, todos marcados con FAM, cualquier tipo de
problema ligado a la inyeccion de la muestra, como la presencia de burbujas en el tubo,
volumen de muestra insuficiente o una mala calibracién del equipo (Orbison, 2013),
fueron descartados debido a que estas muestras fueron enviadas en conjunto con
aguellas marcadas con PET, y estas Ultimas si fueron capaces de generar un peak de

fluorescencia detectable por el equipo. Sumado a ello, también se descarta la posibilidad
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de que estos marcadores simplemente no se encuentren presentes en las variedades
estudiadas, ya que durante pruebas previas en las que solo se utilizo el par de partidores
sin modificar, y que fueron visualizadas en geles de agarosa bajo luz UV, estos SSRs si
amplificaban (Figuras S2 y S3). Debido a esto, se cree que el problema estaria
directamente ligado a la pérdida de fluorescencia de FAM, razon por la que el equipo no

fue capaz de detectar ninguna sefial.

Originalmente se considera que un marcador es polimérfico si tiene como minimo dos
alelos, y el menos frecuente de ellos tiene por lo menos una frecuencia del 1% (Shete y
col., 1999; Ford, 1940). Bajo esta definicion, todos los SSRs utilizados en este trabajo
resultaron ser polimérficos; sin embargo, al evaluarlos segun su contenido de
informacién polimérfica (PIC) se obtuvo que BM143 y GATS91 son altamente
informativos (PIC > 0,5), mientras que BM137 y BM183 son solo relativamente
informativos (0,5 > PIC > 0,25) (Botstein y col., 1980), siendo este ultimo el menos eficaz
de los 4, ya que con el uso aislado de BM183 solo se podria diferenciar a la variedad
Orfeo, y de todos modos al usarse en conjunto con los demas marcadores no aporta

ningun tipo de informacion.

Por otro lado, se tiene la heterocigosidad esperada de Nei o diversidad génica, que se
define como la probabilidad de que al tomar un individuo aleatorio de una poblacién bajo
el equilibrio de Hardy-Weinberg, este sea heterocigoto (Nei, 1973). Esta depende del
numero de alelos y de la distribucién de estos (equitatividad; relacionada a la frecuencia
alélica) (Grinwald y col., 2003), y se considera que mientras mas cercana sea a 1, mas
diversa sera la poblacion. En la Tabla lll se puede observar que la poblacion analizada
tiende a la homocigosis en tres de los cuatro SSRs utilizados, el Unico SSR en el que se

encontraron heterocigotos siendo BM137, y que de todos modos tiene un alelo sobre-
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representado en la poblaciéon (138 pb). En todos los casos se obtuvo que la
heterocigosidad observada es menor que la esperada, lo que se condice con los valores
del indice de Wright, que da cuenta del exceso (cuando es cercano a 0) o deficiencia de
heterocigotos (cercano a 1) (Wright, 1978). Esto tiene sentido tomando en cuenta que P.
vulgaris es una especie con un sistema reproductivo donde predomina la auto-
polinizacién (Gepts, 2001), y que ademas las muestras trabajadas provienen de un
banco de germoplasma, donde ha habido intervencién antropogénica para conservarlas

durante generaciones.

Adicionalmente, en el contexto de microsatélites, un alelo nulo es cualquier alelo que se
encuentre presente en un locus pero que no logra amplificar a niveles detectables
durante la reaccion de PCR (Dakin & Avise, 2004). En este estudio, asumiendo la
presencia de alelos nulos segun lo arrojado por Micro-checker (pues el software no da
una certeza, mas bien sugiere su presencia en base al exceso de homocigosis), la
frecuencia promedio de estos calculada por ML-Null Freq seria cercana a un 40%, un
valor bastante alto, lo que supone un problema ya que pueden causar clasificaciones
erréneas de heterocigotos como homocigotos, afectar los valores de frecuencia alélica y
diversidad, provocar errores de asociacion, etc., cosas que hacen que el estudio pierda
poder (Carlson y col., 2006). Estos pueden generarse por mal annealing de los partidores
a causa de mutaciones en las secuencias que flanquean el SSR, por mala calidad o bajo
contenido de DNA templado, asi como también por amplificacién diferencial segun el
tamafo de los alelos (alelos mas pequefios amplifican mas eficientemente) (Dakin &
Avise, 2004). Sin embargo, también ocurre que el exceso de homocigosis causado por
fendmenos bioldgicos como la endogamia es confundido con la presencia de alelos nulos

(Chakraborty y col., 1992), lo cual en este estudio en particular es bastante probable, por
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razones que ya fueron mencionadas mas arriba, por lo tanto, se decidié continuar con
los analisis con todos los marcadores que amplificaron. Para determinar con certeza la
presencia de alelos nulos, una opcién seria hacer cruces entre variedades y determinar
si el genotipo de la descendencia es coherente con el de los parentales; de igual modo
se pueden secuenciar los productos de PCR y evaluar el estado de las secuencias que
flanquean los SSRs, disefiando nuevos partidores en caso de ser necesario; o incluso,
revisar bibliotecas gendmicas (en caso de disponer de ellas) y comparar las secuencias
gue flanquean los loci de interés, pero eso es algo que se escapa de este estudio en

particular.

2. Cuantificacion de niveles de RFO de variedades locales de P. vulgaris

Con respecto al analisis del contenido de azlcares, si bien los niveles de RFOs en las
variedades locales trabajadas van desde 3,31 hasta 6,35 mmol/100g de harina, donde
Orfeo posee aproximadamente la mitad de contenido de oligosacaridos que la variedad
Cranberry, en realidad la mayoria de las muestras se encuentran dentro del intervalo de
la desviacion estandar (5,109 + 0,67 mm/100g). A partir de esto se consideré que los
resultados mas relevantes de esta parte del trabajo fueron derivados de las variedades
locales: Cranberry, Juanita, Bio-bio y Orfeo, pues todas las demas variedades con las
gue se trabajé no presentan diferencias significativas en los niveles de RFO con la

mayoria del resto de muestras.

Anteriormente se ha reportado que de entre seis variedades chilenas estudiadas (Orfeo,
Arroz Tuscola, Barbucho, Coscorrén, Tértola y Pinto), Orfeo es la que menos afectada
se ve ante situaciones de estrés por sequia (Martinez y col., 2007). El rol de los RFOs
dentro de la planta se ha asociado a la tolerancia a estrés abiético como el frio y sequia

(Elsayed y col., 2014), actuando como osmoprotectores. Con esto en consideracion, se
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podria pensar que la tolerancia al estrés hidrico de la variedad Orfeo podria deberse a
gue acumula mas RFOs que el resto, pero esto no coincide con lo reportado en el
presente seminario de titulo. Se ha reportado que la funciébn osmoprotectora de los RFOs
no es exclusiva de ellos, sino que también esta dada por otras moléculas como los
ciclitoles y otros azlcares alcoholes que contribuyen a la tolerancia a estrés abi6tico
(Streeter y col., 2001; Ahmad y col., 2020). Orfeo al ser la variedad con menor contenido
de RFOs de las estudiadas, pero también la que cuenta con la mayor tolerancia al estrés
hidrico, podria estar acumulando otro tipo de osmolitos, o contar con otro mecanismo de
respuesta que le permita prescindir de la alta acumulacion de RFOs, pero esto es algo

gue aun queda abierto a posterior estudio.

= 2.1 Cuantificacién de niveles de RFO tras distintos tratamientos pre-
coccion y de coccidn en el P. vulgaris variedad hallado (comercial)

A partir de los resultados obtenidos de las muestras cocinadas, en primer lugar, se
observa que el poroto hallado comun, que se comercializa con normalidad, sin ningan
tipo de tratamiento ya cuenta con un menor nivel de RFOs (3,2 mmol/100g) que todas
las variedades chilenas evaluadas en el experimento anterior, siendo incluso ligeramente
menor a la variedad Orfeo. Sumado a ello, Gnicamente con un remojo de 12 horas su
contenido de RFO se reduce casi a la mitad. Al extenderlo a 24 horas no se encontraron
diferencias significativas, lo que coincide con estudios previos donde se ha reportado
gue la disminucion mas notable del contenido de RFOs se da en las primeras horas de
remojo (Somiari & Balogh, 1993), por difusion simple desde el grano al agua del medio
(Barampama & Simard, 1994) y mediante degradacion enzimética por accion de a-
galactosidasas (Vidal-Valverde y col., 1993). En general, mientras mas tiempo pasen

remojando mayor sera la remocion de RFOs, pero el tiempo necesario para obtener un
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cambio significativo después de las primeras horas de remojo varia de legumbre en
legumbre (Thirunathan & Manickavasagan, 2019), y segun los resultados obtenidos en
este trabajo, 12 horas extra no son suficientes para lograr cambios notables en P.
vulgaris, y extender el remojo por mas de 24 horas resulta poco conveniente. Con
respecto a la coccion, se ha reportado que el calor favorece la hidrélisis térmica de los
RFOs, lo que explica que en conjunto con el remojo constituyan un método sélido para
la disminucion de estos oligosacaridos.

Finalmente, en el caso del tostado, que resultd ser de los tratamientos mas influyentes
en la reduccion del contenido de RFOs en este trabajo, no se tienen reportes previos de
su efecto sobre estos oligosacaridos en legumbres, pero lo que mas se acerca es el
efecto del tostado en la degradacién de polisacaridos en granos de café (Redgwell y col.,

2002).

3. Identificacion de genes candidatos de la via de biosintesis de RFOs en P.
vulgaris

Después de buscar las secuencias aminoacidicas de las enzimas de la via de biosintesis
de RFOs en organismos en los que estuviesen descritas (A. thaliana, G. max, P. sativum
y V. angularis), se realizaron BLASTs bidireccionales en contra del genoma de P.
vulgaris. A partir de este andlisis se encontré un total de siete posibles genes candidatos
gue cumplian con el criterio de bidireccionalidad establecido (un porcentaje de identidad
superior al 60% y un e-value menor a 10%°) que entrega evidencia que son posibles
ortélogos (Pearson, 2013), de los cuales tres codifican para GolS, tres para RafS y uno
para StS.

Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con los reportados

recientemente por de Koning y col. (2021), con la excepcién de PHAVU_008G282600g,
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resultado que Unicamente se obtuvo dentro del marco de este seminario de titulo.
PHAVU_008G282600g corresponde al codigo de acceso de un gen de una putativa
Rafinosa Sintasa, hit que fue obtenido a partir del BLAST realizado en contra de A.
thaliana. Para determinar con mayor precision si efectivamente este resultado
corresponde al gen de interés de este trabajo, podrian realizarse estudios en los que se
evalle si los dominios cataliticos se encuentran conservados.

Hubo unicamente un resultado de BLAST que no cumpli6é con los parametros minimos
pero que fue incluido de todos modos dentro de los resultados, correspondiente al mejor
hit de tBLASTn de StS de A. thaliana contra el genoma de P. vulgaris. Se tomé esta
decisién pues aunque cuenta con un menor porcentaje de identidad (57%), el resultado
fue el mismo que se obtuvo con los otros 3 modelos, por lo que sirve para dar cuenta en
cdmo afecta la distancia genética en el alineamiento de secuencias, puesto que si bien
todos los organismos utilizados en este analisis pertenecen al mismo clado
(Eudicotyledoneae), A. thaliana se encuentra a dos categorias taxonémicas de distancia
de todas las demas, formando parte del orden de las Brassicales, familia Brassicaceae,
mientras que P. sativum, G. max, V. angularis y P. vulgaris son del orden de las Fabales,

familia Fabaceae.

Tomando en cuenta el enfoque internacional de sustituir las proteinas de origen animal
por las de origen vegetal, para asi alcanzar la llamada “dieta sustentable”, es importante
darle una vista mas atractiva al consumo de legumbres. La reduccién de compuestos de
efectos indeseables como los oligosacaridos de la familia rafinosa parece ser una buena
manera de abordar esta problematica, tomando en cuenta que es uno de los factores
gue vuelve menos apetecibles a estos alimentos, sin embargo, primero se deben

considerar todas las aristas para realizar una propuesta viable.
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Como se menciond con anterioridad, los RFOs en la planta acttan como
osmoprotectores, contribuyendo a la tolerancia al frio y sequia junto a otras moléculas
como los ciclitoles, donde se ha propuesto forman un microambiente de agua y grupos
OH para proteger a las proteinas de membrana de la denaturacion (Castillo y col., 1990).
Sin embargo, se ha demostrado que su rol no es critico, puesto que ya sea generando
mutantes de A. thaliana que sobreexpresan las enzimas de la via (Iftime y col., 2011), u
otros que tengan genes interrumpidos (Knaupp y col., 2011), no se observan mayores
cambios en la planta mas alla de la propia acumulaciéon de los compuestos de la via. No
obstante, este no es el tnico papel que cumplen dentro de la planta, pues también se ha
reportado que tienen un rol de reserva y fuente de energia durante la etapa de
germinacion temprana, donde al inhibir las enzimas que degradan estos compuestos, la
tasa de germinacion se vio disminuida en un 70% (Blochl y col., 2007). Esto Ultimo es
algo que complica el panorama puesto que, al verse afectada la tasa de germinacion, se
retrasarian también los tiempos de cosecha, y tomando en cuenta que una de las
ventajas de las legumbres es enriquecer los suelos al ser integradas en sistemas de
rotacién de cultivos (Cerquiglini y col., 2016), no solo se verian afectados los cultivos de
legumbres sino también los que le siguen.

Teniendo esto en consideracién, una forma méas conveniente de abordar el problema
seria enfocandose en tratamientos post-cosecha, donde gran parte de ellos ya se
encuentran adheridos al conocimiento popular, como lo son el remojo y por supuesto, la
coccion, aunque ambos a pesar de ser simples y efectivos, consumen bastante tiempo,
y no pueden ser aplicados de forma industrial sin comprometer el aspecto no perecedero
de las legumbres. El tostado por otra parte seria una buena y novedosa alternativa en lo

gue al procesamiento de porotos se refiere, como se hace con los granos de café, o
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también recurriendo a la produccién de harinas tostadas de poroto que actien como un

complemento de la dieta.
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CONCLUSIONES
1) Mediante el uso de cuatro SSRs se logro diferenciar 13 de 18 variedades locales de
P. vulgaris analizadas. Dos de ellos fueron altamente informativos (BM143, GATS91) y
dos medianamente informativos (BM137, BM183).
2) A partir de los cuatro SSRs utilizados, se determiné que la poblacién de P. vulgaris
analizada es poco diversa, con una heterocigosidad observada promedio de 0,1.
3) En promedio, las 18 variedades analizadas tienen un contenido de 5,1 mmoles de
RFOs/100g de harina. La variedad local con menor contenido de RFOs fue la variedad
Orfeo, con un valor de 3,3 mmoles de RFOs/100g de harina, mientras que Cranberry
corresponde al valor maximo de 6,4 mmoles de RFOs/100g de harina.
4) Si bien la variacion de contenido de RFOs entre variedades locales es significativa, el
valor minimo encontrado es superior al que posee la variedad comercial de P. vulgaris
“Hallado”.
5) Los tratamientos mas eficaces para reducir los niveles de RFOs en P. vulgaris
comercial fueron aquellos que implican un aumento de temperatura (coccién o tostado).
6) Se encontraron tres posibles genes que codifican para GOLS en el genoma de P.
vulgaris, cuyos cédigos de acceso son: PHAVU_001G215300g, PHAVU_001G223700g,
y PHAVU_007G203400g.
7) Se encontraron tres posibles genes que codifican para RAFS en el genoma de P.
vulgaris, cuyos cédigos de acceso son: PHAVU_009G175400g, PHAVU_004G007100g,
y PHAVU_008G282600g.
8) Se encontrd un posible gen que codifica para STS en el genoma de P. vulgaris, cuyo

codigo de acceso es: PHAVU_001G214300g.
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PROYECCIONES

Se pudo distinguir la mayoria de las variedades trabajadas mediante el uso de 4 SSRs,
sin embargo, contar con una mayor amplitud de marcadores moleculares seria ideal a
futuro, especialmente si se esta trabajando con grandes cantidades de muestras

(considerando que en Chile hay mas de 200 variedades de P. vulgaris).

Las variedades Cranberry, Juanita, Bio-Bio y Orfeo, al ser las que tienen el contenido de
RFOs mas alejado del resto, podrian ser sometidas a estudios para determinar el efecto
de distintas variables sobre los niveles de RFOs. Ensayos de estrés hidrico, estrés por
temperatura, estudios de germinacioén, asi como también el efecto de los tratamientos
de coccion y pre-coccion en estos granos de interés, posterior al tiempo de cosecha. A
partir de estos estudios, en conjunto con la informacién que se tiene sobre los genes de
la via, se podria aspirar a producir un suplemento alimenticio hecho a base de P. vulgaris
gue contenga un menor contenido de RFOs sin afectar el alto contenido nutritivo de esta

legumbre.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO
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Figura Suplementaria 1: Comparativa de superficie cultivada de P. vulgaris vs frutales en regiones
de la zona centro-sur del pais a lo largo de los ultimos 30 afios. Los datos fueron recopilados de la
Oficina de Estudios y Politicas Agrarias (ODEPA. 2021b, c).
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Figura Suplementaria 2: Electroforesis en gel de agarosa 1,8% de los productos de amplificacion de
todos los SSRs en la variedad local de P. vulgaris “Zepellin”.
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Figura Suplementaria 3: Electroforesis en gel de agarosa 1,8% de los productos de amplificacién de
todos los SSRs en la variedad local de P. vulgaris “Barbucho”.
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Tabla Suplementaria I. Contenido de RFOs de 18 variedades locales de grano de la especie P.
vulgaris. Los resultados se muestran en orden decreciente segun el contenido promedio de oligosacaridos
por variedad.

Variedad RFOs [mmol/100g]
Cranberry 6,353
Variedad 6 5,584
Rifion dorado 5,572
Pinto 114 5,503
Clavel 5,449
Variedad y 5,434
Araucano 5,433
Arroz tuscola 5,188
Zepellin 5,180
Hallado dorado 5,140
Azufrado 5,080
Vino autéctono 5,072
Indiano 4,964
Hallado chico 4,904
Michi-irran 4,642
Juanita 4,421
Bio-Bio 4,145
Orfeo 3,310
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