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1. INTRODUCCION

1. IMPORTANCIA ECONOMICA DE LOS CULTIVOS OLEAGINOSOS:
PALMERA DE ACEITE

Uno de los principales sectores agricolas mundiales es el de los cultivos oleaginosos, cuyo
crecimiento aumenta anualmente. Sus semillas se utilizan principalmente para consumo humano, pero
también en la industria oleo quimica. La soja, la palmera de aceite, la colza, el girasol y el cacahuete son

los cultivos con una participacién mas activa en el mercado mundial (Figura 1).

Principales semillas oleaginosas
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Figura 1: Produccidn de las diferentes semillas oleaginosas (millones de toneladas métricas ente el afio 2011 y 2015)

Estos cultivos crecen en regiones climaticas muy diversas, siendo de vital importancia para los
paises productores y la economia mundial. El aumento de la produccién se debe al crecimiento de la
demanda de aceites, grasas y derivados. En consecuencia, la superficie de cultivo aumenta
considerablemente, y por tanto la busqueda de variedades mas productivas. El uso de los avances
cientificos y de las nuevas tecnologias colabora en este aumento de la productividad, principalmente en

paises donde los niveles de produccidn agricola son muy altos (Sharmay col., 2012)

Segun los datos proporcionados por USDA (Departamento de Agricultura de Estados Unidos) la
produccion global del aceite de palma ha aumentado desde 15,2 millones de toneladas en el afio 1995 a
mas de 60 millones en 2014, situando su volumen de produccion a la cabeza de los aceites vegetales,
superando a la soja, colza o girasol (Figura 3a). Su consumo también se ha triplicado en estos ultimos 20

afos, y convirtiéndose en el aceite mas consumido del mundo (Figura 3b).
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Figura 2: a) Produccion de aceites vegetales en el periodo 2012-2017 (USDA, 2017). b) Demanda mundial de aceite
de palma (European Palm Oil Alliance, 2016).

Los principales paises productores de aceite de palma son Indonesia y Malasia, aunque en los
ultimos afios se han sumado Tailanda, Colombia y Nigeria donde se ha producido un aumento
considerable en la produccién. (Figura 4.a). Los principales consumidores de aceite de palma son India,
Indonesia y Unidn Europea. El 70% de la produccion mundial se exporta a otros paises, siendo India y la
Unién Europea los principales importadores de aceite de palma. Ademads, la palmera de aceite es el
cultivo oleaginoso mas eficiente del mundo, con una alta tasa de productividad por superficie de tierra.

Ocupa el 5% de la superficie de la tierra, pero produce el 32% del aceite total consumido (Figura 4b).
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Figura 3: a) Principales paises productores de aceite de palma. En el grifico se muestra como Indonesia (59%) y
Malasia (33%) siendo los principales productores mundiales. El resto de paises productores son Tailandia (4%),
Colombia (2%) y Nigeria (2%). b). Rendimiento de los cultivos oleaginosos mas importantes: palmera de aceite
(72%), colza (11%), girasol (10%), y soja (7%) (http://apps.fas.usda.gov/psdonline/psdReport).

1.1. Usos del aceite de palma y sus derivados
El aceite obtenido del fruto se destina a su consumo en crudo como aceite de cocina doméstico
en el sudeste asiatico, Africa y algunas partes de Brasil. En Europa y Estados Unidos, el aceite se utiliza
en su forma refinada y su grasa sélida como un ingrediente alimentario muy versatil para aportar sabor
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1. INTRODUCCION

y calidad al producto final. Se puede encontrar en numerosos alimentos como margarinas, chocolate,
helados, productos de panaderia y confiteria, y snacks. También se desarrollan nuevos usos como la

extraccion de micronutrientes, carotenos, vitamina E o esteroles, para su utilizacién individual.

En la industria no alimentaria se utiliza el palmiste, es la grasa obtenida de la semilla, para la
produccion de jabones, detergentes, velas, resinas o cosméticos. En los ultimos afios hay un aumento
del desarrollo de nuevos productos para la industria oleoquimica, donde los derivados de la propia
palmera pueden utilizarse como fuente de biomasa y energia renovable para sustituir el combustible

diesel.

2. LA PALMERA DE ACEITE: EL CULTIVO

2.1. Generalidades

La palmera de aceite (Elaeis guineensis Jacq) o palmera africana es una especie diploide (2n=32
cromosomas), y monocotiledénea perteneciente a la orden Aracales y familia Aracaceae (Dransfield y
col., 2005). Esta considerada como la planta fdsil mas antigua conocida. Diferentes indicios sitian su
origen en la Costa de Guinea -Este Africa- (Corley y Tinker, 2007), dénde se utilizaba con fines culinarios
hace mas 5000 afios (Zeven, 1967). Su primera descripcion botdanica fue realizada por Jacquin en 1763.
Existe otra especie asociada a este género conocida como palmera americana o noli, E. oleifera
HBKCortes.Esta especie fue descrita por Cortés oficialmente en 1897, situando su procedencia en

Panam3, Costa Rica y Colombia.

El aceite de palma africana se extendidé hacia Indonesia en 1482 con fines comerciales, y hacia
América en 1562 con el objetivo de alimentar a los esclavos procedentes del continente africano (Corley
y Tinker. 2007). Aunque el momento clave para su introduccién en Asia como cultivo comercial tuvo
lugar en 1848 cuando se plantaron 4 semillas en el jardin botdnico de Buitenzorg (Bogor, lJava,
Indonesia) procedentes de Amsterdam e islas Mauricio. Estas cuatro palmeras obtenidas eran muy
similares, y la uniformidad mostrada en sus progenies sugiere la procedencia de un Unico parental. Parte
de estos descendientes llegaron a Deli -Sumatra, Indonesia- en 1857 (Whitmore, 1973) donde se
distribuyeron por la regién con fines decorativos. En 1860 surgieron las plantaciones experimentales, y
comenzoc su explotacion comercial, siendo el origen de las palmeras actuales. El rdpido aumento del
mercado de aceite durante el siglo XX fue un gran incentivo para la busqueda de un sistema de
produccion mas eficiente que permitid una rdpida expansidon hacia el resto de Indonesia y Malasia,

donde es el cultivo mas importante (Hartley, 1988).

En la actualidad, la mayoria de las plantaciones experimentales y comerciales se concentran en
el cinturén himedo intertropical: Sudeste de Asia (Indonesia y Malasia), regién central y oeste del
continente africano y Sudamérica (Hartley, 1988). Este emplazamiento proporciona al cultivo las
condiciones adecuadas de irrigacién, precipitacién (entre 200 y 300 cm3/afio) y temperatura (entre 222C

y 332C) para su crecimiento y desarrollo (Hartley 1988; Goh, 1999).
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2.2. Biologia y Morfologia
La palmera de aceite tiene un tallo no ramificado cubierto por 35-60 hojas pinnadas que puede
crecer hasta alcanzar los 20 metros de longitud. Cada hoja produce cada mes dos o tres palmas

compuestas cada una de ellas por un raquis con peciolo y foliolos (Figuras 4a y 4b).

Figura 4: a) Palmera de aceite; b) Hoja de la Palmera de Aceite. TL: parte terminal de los foliolos ovales; LL: foliolos;
RA:raquis; VL: foliolos con laminas vestigiales; PE: Peciolo; SP: espinas. (Corley y Tinker, 2003); c) Inflorescencia
masculina; d) Inflorescencia femenina;e) Racimo de frutos.

Esta planta, alégama y monoica, combina ciclos de flores masculinas y femeninas que maduran
a diferentes tiempos para asegurar la polinizacién cruzada (Figura 4c; 4d). Su ciclo floral cambia cada 4 o
6 meses, influenciado por factores genéticos y ambientales (Purseglove, 1972).Aunque sus
inflorescencias no aparecen hasta los 2 o 3 afios de edad, cuando la planta alcanza la madurez (Soh y
col, 2003). En algunas ocasiones se desarrollan flores hermafroditas debido a que cada primordio floral
posees dos 6rganos masculinos y dos femeninos. Ambos érganos pueden desarrollarse completamente,
siendo mas comun en plantas jévenes y durante la transicion floral del ciclo (Beirnaert, 1935). Como
curiosidad, uno de los indicadores de productividad es el "Sex Ratio", valor obtenido de la proporcién de
flores femeninas del total de inflorescencias. Es deseable que este valor sea alto para lograr una alta
productividad. Las palmeras jovenes pueden tener un ratio cercano al 98% disminuyendo con la edad

(35% en las mas antiguas) (Lattif, 2000).

Los frutos de la palmera de aceite son ovoides o alargados con una longitud entre 2-5 cm de
largo y un peso entre 5 y 20 g. Estan compuestos por tres partes bien diferenciadas la cdscara o
epicarpio, la pulpa o mesocarpio y el endocarpio o el nucleo donde esta la semilla (Figura 5). Ademas,
forman racimos cuyo peso puede oscilar entre 10 -30 kg, conteniendo aproximadamente cada racimo

1500 frutos (Figura 4e).



1. INTRODUCCION

EPICARPIO

MESOCARPIO
ACEITEDE PALMA

ENDOCARPIO
ACEITEDE PALMISTE

b Aceite de Palma Aceite de Palmiste
Acido Palmitico (P) 16:0 44% 9%
Acido Oléico (0)18:1 40% 15%
AcidoLinoléico (L)18:2 10% 2%

Acido Caprilico 8:0 3%
Acido Caprico 10:0
Acido Latrico 12:0

Acido Miristico 14:0

4%
49%

16%

Figura 5:a) Fruto de la palmera de aceite y sus principales partes. El aceite de palma se obtiene de la pulpa, y de la
semilla se obtiene el aceite de palmiste. Ambos productos se diferencian en su composicién de acidos grasos por lo
que su funcionalidad es diferente y por tanto su utilidad es diferente. b) Composicidén en acidos grasos de aceite de
palma y de palmiste (Basiron, 2005). En el aceite de palma el contenido de acidos grasos saturados estd en la misma
proporcion que los insaturados siendo mayoritarios el oleico. Ademds este aceite es Unico respecto a la
composicion de sus triglicéridos, ya que posee un nimero significativo de AGS en 2 posiciones del TAG (POP, PPO) o
en una Unica posicién (POO, OPO, y PLO) permite su facil separacidn en dos productos, oleina y estearina. El aceite
de palmiste, en cambio, es muy similar al aceite de coco en su composicidn, con una alta composicion de acidos
grasos saturados.

Ademas el fruto puede clasificarse en funcidn de dos caracteristicas relevantes, como son el
color del epicarpio (figura 6) y el grosor del mesocarpo (figura 7). Con respecto al color de su epicarpio
los frutos Nigrescens son de color morado cuando son inmaduros, a medida que maduran adquieren
una tonalidad purpura. En cambio, los frutos Virescens cuando no han madurado todavia presentan una
tonalidad verde, transformandose en anaranjados a medida que maduran, por lo que es mas facil
identificar la maduracion del fruto. En cuanto al grosor del mesocarpo los frutos se clasifican en Dura,
cuando este es fino, Pisifera cuando el grosor es mayor y Tenera cuando el grosor es intermedio. El
rendimiento del aceite extraido es superior para el fruto tenera, cuyo grosor es intermedio entre Dura y

Pisifera.
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FRUTO INMADURO

FRUTO MADURO

Figura 6: Tipos de frutos en funcidon del color de su epicarpio. (Imagenes de Singh y col. 2014)

Figura 7: Clasificacion de los frutos de la palmera de aceite en funcién del grosor de su mesocarpo. (Imagenes de
Singh y col.,2013b)
2.3. Proceso de mejora del cultivo
Desde la edad antigua se ha producido una mejora clasica en los cultivos adaptando las
especies silvestres a las diferentes condiciones de cultivo y creando nuevas variedades. Mediante el
proceso de selecciéon fenotipica el hombre mejoré las diferentes especies adaptandolas a sus

necesidades.

La seleccién es un proceso sistematico donde se identifican los "mejores" individuos que seran
elegidos como parentales en la siguiente generacion mejorando la poblacion inicial. La conservacion de
los "alelos superiores" permite que el cultivo, bajo determinados ambientes y condiciones, exprese los

caracteres deseados desde el punto de vista agronémico, y por tanto, la creacién de nuevas variedades.
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2.3.1. Mejora tradicional

El objetivo de la mejora tradicional es la creacidn, identificacion y caracterizacion de nuevas
variedades basandose en los caracteres morfoldgicos y/o agrondémicos de interés (Rallo y col., 2002). La
seleccién fenotipica junto con la aplicacion posterior de otras técnicas como la hibridacion en
variedades intrapoblaciones o polinizacion efectiva, entre otras, permitiran el desarrollo de las nuevas

variedades.

En la palmera de aceite este proceso de seleccion comenzd con las progenies de las cuatro
semillas plantadas en el Jardin Botdnico de Bogor. Estas progenies se distribuyeron a diferentes
plantaciones sitas en Deli -Sumatra- y Malasia, dando origen a la palmeras Deli (Rosenquist, 1986). A
principios del siglo XX se establecieron en Indonesia, Malasia y algunas regiones de Africa diferentes
centros de investigacidon para desarrollar el cultivo de la palmera de aceite. Estos centros crearon el
primer banco de germoplasma, y representan la base genética para la mejora del cultivo (Cochard y col.,
2009), afianzando el uso de las palmeras Deli Dura, las cuales tienen mayor calidad que las Dura de
origen africano. En 1920, investigadores de la plantacion experimental de Yangambi en la Republica
Democratica del Congo - Africa- descubrieron el caracter monogénico codominante del gen para el
espesor de la cascara o Shell-tickhness, Sh, y determinaron las variedades de tipo de frutos existentes en

las diferentes palmeras (Beirnaert y Vanderweyen, 1941).

El gen Sh esta controlado por un "locus" o region del cromosoma con dos alelos. La clasificacion
de los tres tipos de frutos explicada en el apartado 1.2 se debe al descubrimiento de este caracter
monogénico. El fruto Dura es homocigotico - ShSh-y se caracteriza por un grosor del epicarpio entre 2 y
8 mm y un bajo contenido de aceite en su mesocarpo. El fruto Pisifera -shsh- caracterizado por la
ausencia de cascara parece ser el material ideal para ser cultivado debido a un alto contenido de aceite
en el mesocarpo, 95%. Sin embargo, sus flores femeninas suelen ser estériles, y las que no, suelen sufrir
abortos durante el desarrollo del fruto, por lo que no se utiliza como parental femenino en el material
comercial o de mejora. Por ultimo, el fruto Tenera, heterocigético -Shsh- se origina mediante el cruce de
palmeras Dura como parentales femeninos y Pisifera como parental masculino (Figura 9). Estos frutos
tienen un epicarpio mds delgado y su mesocarpo es un 30% mads grueso, por lo que el rendimiento de
aceite por racimo se incrementa en un 10% (Corley y Lee, 1992). Las caracteristicas de estos tres tipos

de fruto fueron descritas por Sambanthamurthiy col. (2009), y se resumen en la tabla 1.
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dura pisifera
Sh/Sh sh/sh

tenera
Sh/sh

Figura 8: Efectos del gen Sh

Tabla 1: Caracteristicas de los diferentes tipos de fruto: Dura, Pisifera y TenerA. M/F: Proporcién tamafio del
mesorcarpio en relacion al tamafio del fruto; S/F: Proporcidn del tamafio de la semilla en relacién al tamafio de |
fruto; O/B: Proporcion de aceite extraido en relacién al tamafio del racimo.

CARACTERISTICA Dura Pisifera Tenera
Grosor Cascara (mm) 2-8 0 0,5-4
Anillo de Fibras Si No Si

M/F (%) 35-55 95 60-96
S/F (%) 7-20 - 3-15
0/B (%) 16 - 26

A partir de este descubrimiento se enfatizo en el desarrollo de nuevos cruces para la obtencién
de palmeras Tenera, para ello en 1946 se cred una experiencia internacional en la que participaron
diferentes centros de investigacién de Africa y Malasia con el objetivo de intercambiar sus materiales.
Las primeras observaciones mostraron que las palmeras con diferentes origenes eran diferentes en
cuanto a caracteres vegetativos, componentes de rendimiento de racimo y diferente relacién
aceite/mesocarpo. Por lo que se clasificaron en dos grupos, el primer grupo de palmeras se
caracterizaban por tener pocos racimos pero de gran tamafo, en su mayoria eran las procedentes de
Deli y Angola. Y, el segundo grupo tenian muchos racimos pero de pequefio tamafo y de procedencia

africana como La Mé o NIFOR, entre otros (Gascon y De Berchoux, 1964)

Los cruces entre las palmeras Deli y las procedentes del continente africano obtuvieron mejores
rendimientos que los cruces entre las palmeras del mismo origen, por lo que se generalizé el uso de
Dura Deli y Pisifera como parentales femenino y masculino respectivamente para la produccion de

semillas Tenera (Ngando-Ebongue y col., 2012). A partir de este momento se iniciaron diferentes
10
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programas de mejora para la produccidn de semillas hibridas DxP y la mejora de las poblaciones de Dura
y Pisifera. Estos programas se basan en dos técnicas habituales en cultivos de polinizacidn cruzada como
son la seleccidn reciproca recurrente -RRS- aplicada por el CIRAD (Centro internacional para el
Desarrollo Agronémico de la Agricultura) en las plantaciones de Indonesia y en la regidn este de Africay
la seleccion reciproca recurrente modificada -RRMS- (Figura 9), aplicada en la mayoria de las

plantaciones de Malasia influenciados por el grupo Unilever (Soh y col., 2003; Soh y col., 2011).

En RRS se obtienen una buena actitud general combinatoria (GCA), y las palmeras Dura y
Pisifera se utilizan para la produccién de semillas a nivel comercial. La principal ventaja de este método
es que se pueden obtener mas cruces recombinantes en un periodo de tiempo mas corto, y en
consecuencia, el espacio y esfuerzos necesarios para obtener las progenies de prueba son menores. Por
el contrario, los parentales Dura no tienen progenies de prueba y los efectos de GCA de los cruces DxD y
TxT no se reflejan en las caracteristicas de los hibridos procedentes de los cruces DxP (Soh, 1999; Soh y

Hor,2000).

En MRRS se obtienen buenas actitudes combinatorias generales y especificas , aunque el
principal inconveniente es la necesidad de grandes superficies para probar los cruces DxP, y sus

retrocruzamientos (Soh, 1999).

En la actualidad el material comercial mds utilizado es el procedente de los cruces entre Deli x
Lame, y Deli x Congo (Corley y Tinker, 2003). Aunque la estrecha base genética debida a las palmeras
madre (Deli Dura) junto con un numero limitado de polen Pisifera de diferentes origenes (Kushairi y
Rajanaidu, 2000) hizo necesario aumentar la diversidad genética para asegurar su conservacion y
continuar con el proceso de mejora durante la década de los 70. Para ello, se realizaron prospecciones
en diferentes zonas de Africa -E. guineensis- y América -E.oleifera- recogiendo diferente material
genético entre poblaciones silvestres y semisilvestres (Rajanaidu y Jalani, 1994). Uno de los centros de
investigacion que participaron en estas prospecciones, situado en Malasia y conocido como MPOB,

"Malasian Palm Qil Board" tiene la mayor coleccién de germoplasma de palmera de aceite del mundo.

El germoplasma y el material élite Dura y Pisifera se utilizaron en el desarrollo de nuevos
materiales como palmeras enanas de alto rendimiento, y otras con un alto porcentaje de acidos grasos
insaturados. Estos materiales se distribuyeron a la industria para su desarrollo en paralelo mediante
cruces con el material utilizado hasta la fecha. Este cultivo no tiene variedades, sino una interpoblacién

de hibridos, muchas veces mezclados e incluso cruzados entre si (Soh, 1999).

11
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Figura 9: a) Esquema de la seleccidn recurrente modificada. La seleccidn de las palmeras Dura se realiza en base a
las caracteristicas individuales y de cada familia (Rosenquist, 1990). Las palmeras Pisifera se seleccionan en funcion
de las caracteristicas de los hermanos Tenera en las familias de los cruces TxT/P, ya que las Pisiferas suelen ser
estériles. Estas Pisiferas seleccionadas se cruzan con las Duras seleccionadas para obtener la primera progenie de
prueba; b) Esquema de la seleccidn reciproca recurrente modificada. En este caso los parentales D y T se identifica
mediante las caracteristicas de sus progenies. Los parentales de los mejores cruces se autofecundan o se cruzan con
sus hermanos. Las palmeras D y P de la progenie se utilizan para la produccién de semillas (Imagenes adaptadas de
Rajanaidu y col., 2000).

12



1. INTRODUCCION

Estos métodos convencionales de hibridacién y seleccidn utilizados para la introduccién de
nuevos caracteres han demostrado su efectividad aumentando la productividad de los cultivos. Pero
todavia existen dificultades que interfieren en este proceso de mejora como: 1) la probabilidad de
combinacién de caracteres deseables y no deseables, 2) el caracter poligénico de la mayoria de los
caracteres de interés agrondmico (Rajanaidu y col., 2000),3) incompatibilidades inherentes al propio
cultivo de la palmera como son sus largos ciclos de seleccidn, hasta 19 afios por ciclo incluyendo la
seleccion fenotipica (Wong y Bernardo, 2008). y la polinizacion controlada que disminuye la velocidad
del proceso, y por ultimo, 4) la necesidad de grandes superficies de plantacion (143plantas/Ha) para su

uso experimental (Jalaniy col., 1993).

2.3.2. Mejora genética molecular

Las dificultades nombradas anteriormente pueden superarse mediante diferentes herramientas
biotecnoldgicas, las cudles van a permitir el estudio directo de su genotipo, y establecer su relacién con
el fenotipo (Tester y Langrigde,2010). Este conjunto de herramientas biotecnoldgicas pueden definirse
como un proceso de mejora genética molecular, basado en el conocimiento de la informacion genética
de la especie. El tamafio del genoma de la palmera de aceite es intermedio, aproximadamente 1.8Gb

(Singh y col., 2013a) y un nimero de cromosomas de 2n=32 (Madon y col., 1995).

Rafalsky y Tingey (1993) definen el concepto de mejora molecular como el proceso de mejora
convencional asistido por marcadores de ADN. Las principales ventajas de esta metodologia es la
seleccion en estados tempranos de la planta, antes de que se manifieste el caracter en cuestion, por lo
que el proceso de seleccidon se hace mas eficiente, incluso en los cultivos perennes como la palmera de
aceite., Ademas, permite crear nuevas variedades en menos tiempo (Mazur y y Tingey, 1995), por lo que
esta metodologia puede ayudar en el proceso de mejora para: 1. conseguir mejores rendimientos de
aceite y mejorar la calidad del mismo, 2. conseguir algunos caracteres vegetativos deseables como una

altura menor del tallo, y 3.para obtener resistencias a estreses biodticos y abidticos.

Por dltimo, la secuenciacion y ensamblaje del genoma por Singh y col. en 2013, junto con el
analisis del transcriptoma en diferentes tejidos han supuesto uno de los grandes hitos de este cultivo
permitiendo predecir cerca de 34800 genes, los cuales son susceptibles de participar en este proceso. En
esta tesis se desarrolla una de las herramientas eficaces para la mejora del cultivo, tal y como se

describe en los apartados siguientes.

3. SELECCION ASISTIDA POR MARCADORES

Entre los objetivos de la mejora vegetal esta la busqueda de combinaciones genéticas que sean
mas ventajosas en términos de produccion, calidad y rentabilidad que las ya disponibles. La utilizacion
de técnicas basadas en la biologia molecular como los marcadores moleculares, unidas al estudio de la
variacidon fenotipica amplia el rango de variabilidad seleccionable. Los marcadores moleculares son

capaces de evidenciar una proporcion significativa de variabilidad potencial no determinada por la
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seleccion fenotipica (Garcia-Mas y col., 2000) mejorando la eficacia y precisién de la seleccién (Collard y

Mackill, 2008).

El término de Seleccidn Asistida por Marcadores (SAM), mas conocido por su acrénimo en
inglés "MAS","Marker Assisted Selection", fue acuiiado por primera vez por Beckmann y Soller en 1986,
para referirse en los diferentes métodos y técnicas orientadas a la seleccion de individuos en base a los
patrones de sus marcadores -genotipo- mas que en los caracteres observables -fenotipo- (Boopathi,

2012).

3.1. Herramientas moleculares para la seleccion asistida por
marcadores

3.1.1. Marcadores moleculares

Como se ha dicho, el objetivo de la mejora vegetal es la busqueda de nuevas combinaciones
génicas que supongan ciertas ventajas en términos de produccion y rentabilidad frente las ya
disponibles por los agricultores (cultivares, variedades hibridas...). La variacion fenotipica de los
caracteres agronomicos es el indicador del proceso, aunque hay una proporcién significativa de
variabilidad genética que el fenotipo no puede evidenciar, ademads de la influencia medioambiental

existente.

Una de las herramientas mas utilizadas es en este tipo de mejora son los marcadores
moleculares basados en ADN, capaces de evidenciar una proporcién significativa de esta variabilidad
potencial (Capel y col., 2005). Estos marcadores muestran regiones donde hay variaciones en el ADN por
lo que pueden representar las diferencias existentes entre organismos o especies (Jones y col 1997;
Winter y Kahl, 1995). Al igual que los genes tienen una localizacién determinada en el cromosoma
denominado "locus" (Collard y col., 2005).Son fragmentos de ADN sin funcidn definida que en algunos
casos pueden estar ligados a genes con caracteres de interés agronémico, como por ejemplo en el arroz
el nivel de produccidon que esta relacionado con el cardcter nimero de brotes o el nimero de granos en
cada espiga. Una mayor cantidad indicara un nivel produccién mayor. Estas son las caracteristicas
utilizadas para seleccionar las progenies superiores de una poblacion heterogénea (Boopathi, 2012).
Cuando son los propios genes causantes del caracter se denominan marcadores funcionales, cuya
clonacién y conocimiento de su funcion favorece su uso como marcador especifico. De esta forma
permiten genotipar de manera precisa las poblaciones de mejora, e incluso descubrir si las variaciones
fenotipicas observadas se deben a la existencia de alelos diferentes en uno o varios genes o a la

expresion diferencial de genes reguladores.

Los marcadores moleculares participan también en la gendmica estructural y funcional (Soh,
2011). La gendmica funcional se encarga del estudio de la funcién del ADN a lo largo del genoma, -genes
y elementos no génicos-, asi como de los acidos nucléicos y de las proteinas codificadas por el ADN por
lo que puede aplicarse en todos los niveles de estudio: genoma, transcriptoma y proteoma (Pesvner,

2009). Asi los marcadores son utiles en la mejora de plantas y en estudios genéticos para: 1.mostrar
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diferencias entre individuos de la misma especie o diferente mediante los polimorfismos presentes en
cada individuo, 2.construir mapas de ligamiento, 3.mapeo de genes y su identificacién, 4.genotipar y
conocer la diversidad del germoplasma, y 5 la identificacion varietal, entre otros (Boopathi, 2012) Las
principales caracteristicas que los hace utiles para estas aplicaciones son: 1. su independencia del
fenotipo, 2. son polimérficos o segregantes, 3. estan libres de efectos epistatico, 4. son independientes
de las condiciones ambientales, 5. pueden ser evaluados en estadios iniciales de la planta, y 6. pueden
aplicarse a cualquier tipo de material vegetal (Tanksley, 1983; Powell y Moss, 1992; Phillipis Mora y col,

1995; Rallo y col. 2002). En la tabla 2 se resumen los principales marcadores utilizados en SAM.

Como se ha demostrado mediante estudios en numerosos cultivos los marcadores moleculares
son herramientas valiosas aplicadas a la mejora vegetal. Collard y col. en 2005 demuestra con
numerosos ejemplos este hecho y destaca cultivos como arroz, trigo, maiz, cebada, tubérculos,
legumbres, semillas oleaginosas, especies de cultivos horticolas y especies de pastos. Incluso algunos
estudios han sugerido un importante papel para la mejora en la produccién de alimentos mediante la
mejora de programas convencionales de mejora de cultivos (Ortiz, 1998; Kasha, 1999; Collard y col.,
2005). Su aplicacion es valiosa en cultivos perennes, como la palmera de aceite, con largos ciclos de
seleccion (Mayes y col.,, 1997). En este cultivo, la ganancia genética puede ser un proceso largo y
tedioso, con una gran necesidad superficie de tierra para dedicarla a plantaciones experimentales (140-
160palmeras/hectérea), lo que se traduce en una gran necesidad de mano de obra para gestionar y
llevar a cabo los ensayos de mejora. Los marcadores moleculares permiten reducir el nimero de ciclos
de reproduccidn, evaluar los alelos de "loci" de interés agrondmico, y participar en la seleccion de
parentales y material de siembra (Singh y Chea Suan, 2005). Los estudios llevados a cabo en esta especie
relacionados con marcadores moleculares son diversos y con diferentes objetivos de aplicacidon en
programas de mejora, conservacién y prospeccién (Rajanaidu y col., 2000). Entre ellos pueden
destacarse estudios de diversidad genética mediante SSR (Abdullah y col., 2011; Arias y col 2014),
identificacion de clones en cultivo “in vitro” (Rival y col, 1998) y/o “fingerprinting” (Mayes y col, 1996),
construccidon de mapas de ligamiento (Billote y col., 2005; Seng y col., 2011) o para el analisis y mapeo

de QTL (Billote y col 2010; Jeennor y Volkaert, 2013; Montoya y col., 2013).
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Tabla 2: Marcadores moleculares mas utilizados por su abundancia en la Seleccién Asistida por Marcadores. Surgen de mutuaciones puntuales, reordenamientos como inserciones o
delecciones o por errores de replicacion (Paterson,1996a; Collard y col., 2005)

Marcador Principio Polimorfismo Nivel de Abundanciaen | Dominancia Informacidn Ventajas Desventajas Referencias
Molecular polimorfismo el genoma JEVERE
secuencia
Robusto Coste medio
alto
Enzi d Beckmann &
Rr;z:::;és Cambio de Alta cantidad Soller (1986);
RFLP ("Restriction Anlisis ' bases: Exacto de DNA (2- Tanksley et al
Fragment Length . y Medio Alta Codominante | No 10ug) (1989);
. Southerm inserciones,
Polymorphisms") . Kochert
(Southerm, delecciones ' ' (1994)
1975) Transferible Polimorfismo ’
limitado sobre
a traves de .
. todo en lineas
poblaciones .
relacionadas
Rapido, Problemas
econdémicoy con
. reproducibilid
simple q
a Welsh &
RAPD (" Random Cambio de 'I?/Iul't'llples McClelland
Amplified PCR con bases: loci” a No (1990);
P . cebadores . } Medio Muy Alta Dominante No partir de un . Williams et
Polymorphic . inserciones, . transferible
" aleatorios . unico al. (1990);
DNA") delecciones .
primer. Penner
Poca (1996),
cantidad de
ADN (10-
25ng)
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Simple
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cebadores McCouch et
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(single sequence simples unidades de Taramino &
repeat) repetidas repeticion Transferible Tingey (1996)
entre
poblaciones Gel'de' .
- poliacrilamida
Poca cantida
de ADN (50-
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i e i Multiples
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enzimasy PCR bases, . loci Metodologia Vos et al.
Lenght . . Muy alto Muy alta Dominante No .
A de los inserciones, - complicada (1995)
Polymorphism") . Reproducibl
fragmentos delecciones os
Detectan
marcadores | Caro,
SNP ("Single . con el necesidad de Wang et al.
Nucleotide PCR alle'lo Cambio de Muy alto Muy alto Codominante | Si minimo nivel | chipso 1998(libro
T especifica Bases o
Polymorphism") de secuenciacion | marcadores)
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o

masiva
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3.1.2. Mapas de ligamiento y QTL

Los mapas genéticos o de ligamiento indican la posicion y la distancia genética relativa entre los
marcadores moleculares a lo largo de los cromosomas (Collard y col., 2005). Para entenderlo con
facilidad Paterson y col. (1996) lo compara con un mapa de carreteras de los cromosomas de los dos
parentales. El mapeo es posible cuando existe una variacién genética tenga o no consecuencias en la

transcripcion, en la traduccién, la funcién de la proteina o en la expresion del fenotipo.

Uno de los puntos mas importantes en la creacion de un mapa genético es la eleccidn de las
lineas parentales que difieran entre si para los caracteres de interés (Mohan y col., 2007; Jones y col.
2009; Herrero, 2013) o de los genotipos heterocigdticos que se autofecundaran. La poblacién de mapeo,
incluidos los parentales, debe ser genotipada para todos los marcadores moleculares elegidos, y
posteriormente se construye a partir del calculo de su frecuencia de recombinacion (RF). El proceso de
recombinacidn ocurre entre los marcadores en los cromosomas homdlogos durante la meiosis celular. A
mayor valor de la FR mayor serd la distancia entre los marcadores. Los marcadores estrechamente

ligados tienen mayor probabilidad de heredarse juntos en la descendencia.

Estos mapas genéticos son de vital importancia para identificar regiones cromosdémicas que
contienen genes que controlan caracteres cualitativos y cuantitativos de interés agronémico, facilitando
la seleccién asistida por marcadores. La accidon conjunta de las regiones genéticas que afectan al
fenotipo se conoce como QTL - "Quantitative Trait Loci"- (Geldermann, 1975) y se puede decir que
buscan asociar el fenotipo con los marcadores segregantes de la poblacidon (Kearsey y Farquar, 1998).
Los marcadores muestran la presencia o ausencia de la region en el cromosoma, y se determina si hay
diferencias significativas entre los grupos con respecto a la caracteristica que se mide (Tanksley, 1993;
Young, 1996). Las diferencias significativas entre las medias fenotipicas de los grupos, en funcién del

marcador y de la poblacidn, indica que el marcador estd ligado al QTL que controla el caracter.

Los efectos cuantitativos del QTL puenden ser estudiados mediante un anadlisis clasico
mendeliano, pero cuando un marcador y un QTL estan estrechamente ligados hay una mayor
probabilidad que se hereden conjuntamente (Beavis y col., 1998). Por ello se establecen relaciones
estadisticas entre la herencia de los caracteres y los marcadores moleculares situados en el mapa. La
segregacion en la progenie permite localizar el QTL en el cromosoma y determinar en qué medida
contribuye al fenotipo (Thoday, 1961). Cuando los experimentos estdn disefiados correctamente la
estimacion de la heredabilidad ayuda a comparar los efectos del genotipo frente a los efectos
medioambientales. Estos estudios de caracteres cuantitativos han permitido descubrir que los
marcadores localizados cerca del QTL con funcion bioldgica conocida pueden ser utiles para su
utilizacion como genes candidato. Sin embargo, en la mayoria de los casos, la distancia genética
existente entre el marcador y el gen/QTL es insuficiente para que este marcador permita un buen
diagnéstico del caracter. Con el objeto de resolver esta situacidn, es conveniente desarrollar mapas de
ligamiento genético de alta densidad, y obtener marcadores moleculares fisica y estrechamente ligados

al gen/QTL que controle el cardcter de interés (Collard y col., 2005).
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La palmera de aceite es un cultivo con un nimero reducido de mapas de ligamiento (Mayes y
col., 1997; Moretzsoh y col., 2000; Chua y col., 2001; Billote y col., 2005; Seng y col., 2011; Lee y col.,
2015). La mayoria de ellos se basan en marcadores de ADN como RFLP, AFLP o SSR y se desconoce si
pertenecen a regiones codificantes o no del genoma. Estos marcadores son fuente de informacion de los
niveles de variabilidad genética, pero no hay ninguna informacién acerca de las posibles funciones
bioldgicas. Estas posibles funciones bioldgicas pueden ser detectadas mediante el mapeo del
transcriptoma. Algunas técnicas como "cDNA-AFLP" o los "microarrays" permiten aislar genes y obtener
marcadores con sentido bioldgico, tal y como se desarrollard en el capitulo 2 de esta tesis doctoral.
Singh y col. publicaron en 2008 y 2009 dos estudios realizados en ADN complementario derivado de
ARN mensajero y basados en marcadores RFLP, y Tranbarger y col. en 2012 publicaron un mapa basado
en EST o etiquetas de secuencia expresadas derivadas de microsatélites (SSR). Los estudios publicados
relacionados con el andlisis y mapeo de QTL's tampoco son numerosos, y pretenden situar los caracteres
de produccién en los mapas de ligamiento (Rance y col 2001; Singh y col 2009; Billote y col 2010;
JEennor y Volkaert, 2013; Montoya y col., 2013). Estos caracteres estan relacionados con el desarrollo
de las estrategias de mejora de los hibridos procedentes de los cruces de DxP, para mejorar el
rendimiento en la obtencion de aceite, mejorar su valor nutricional obteniendo una mayor proporcion
de dacidos grasos insaturados o un alto contenido en carotenoides, y por ultimo algunos caracteres
vegetativos como pueden ser la obtencidn de palmeras enanas. La mayoria de estos caracteres con
variacién cuantitativa pertenecen a sistemas poligénicos influenciados por factores medioambientales

en su mayoria (Vargas y col. 2006).

El mapeo genético también permite comparar diferentes mapas entre especies relacionadas o
mapeo comparativo, anclar mapas fisicos y facilita la clonacién posicional de genes de interés (Semagn y
col., 2006). Estas acciones ayudan a crear mapas funcionales muy utiles para la bisqueda de genes
candidato relacionados con los caracteres de interés agrondmico, y ademas es el paso previo a la

secuencidén del genoma.

3.1.3. Genes candidato

El principal objetivo del mapeo de QTL es identificar los genes responsables del QTL concreto y
los mecanismos que afectan a la variacidén del caracter (Remington y Purugganan, 2003). En Arabidopsis
thaliana se encontraron diferentes factores de transcripcidon que controlaban el tiempo de floracién
(Ratcliffe y Richman, 2002), o por ejemplo, algunos genes regulatorios y otros que codificaban enzimas
que contribuian a la variacion en caracteres metabdlicos (Mitchell-Olds, 1998), como la ruta glicolitica

que se activa en los procesos de defensa de la planta.

Un gen candidato (GC) puede definirse como aquel gen con funcién bioldgica conocida que
participa directa o indirectamente en la regulacidn del caracter sujeto a estudio (Zhu y Zhao, 2007). Se
proponen genes con funcidon conocida y secuenciados que correspondan con los "loci" donde se
encuentran los principales caracteres, bien cualitativos o cuantitativos (QTL), de interés. La hipodtesis

asume que la presencia de polimorfismos moleculares dentro del GC se relaciona con la variacién
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fenotipica (Pflieger y col., 2001). Esta estrategia fue aplicada en primer lugar en genética humana y

animal (Rothschild y Soller, 1997) y desde los afios 90 en plantas (Byrne and Mc-Mullen, 1996).

Los GC relacionados con los caracteres agrondmicos de importancia pueden identificarse y
localizarse mediante el uso de marcadores funcionales estrechamente ligados al QTL de interés. Estos
marcadores funcionales pueden obtenerse mediante: 1. el estudio del transcriptoma por las técnicas
citadas en el apartado anterior, ya que la variacidon de los caracteres son consecuencia directa de una
variacién en el transcriptoma y proteoma, 2.mediante gendmica comparativa utilizando especies
proximas genéticamente para identificar y caracterizar posible GC, o bien, 3. por su busqueda "in-silico"
utilizando diferentes herramientas bioinformaticas para su busqueda (Zhu y Zhao 2007), tal y como se

explicara en el capitulo 1 de esta tesis.

4. MAPEO POR ASOCIACION

Como se ha explicado en el apartado anterior, una parte esencial del programa de mejora es la
capacidad de identificar las variaciones de los diferentes genotipos y asociarlas con los genotipos de las
poblaciones de estudio. Este proceso se realiza tipicamente mediante la creacion de mapas de
ligamiento genético y la identificaciéon de las regiones donde se encuentran situadas los caracteres

cuantitativos agronémicos relevantes del cultivo.

Los actuales avances de la "Era Gendmica", entre ellos la secuenciacion masiva, han reducido
los costes del genotipado de multiples marcadores, sobre todo SNP, y la aplicacién de nuevos métodos
de seleccion asistida por marcadores, como es el mapeo por asociacion. Este enfoque permite, gracias a
estas nuevas tecnologias, explotar la diversidad natural presente en las plantas (Zhu y col., 2008).La
aplicacién de los estudios de mapeo por asociacion implica la interaccion de diferentes disciplinas como
la gendmica, la genética estadistica, la biologia molecular y la bioinformatica para formar la base de la
seleccion, evaluacion y asociacién de regiones gendmicas para la correlacion con los caracteres de
variacién (Oraguzie y col., 2007) constituyendo una herramienta potencial y novedosa en el

mejoramiento de cultivos.

Su aplicacion en cultivos comenzé a principios del siglo XXI, el primer estudio fue reportado en
maiz y asociaba el gen Dwarf8 con el tiempo de floracién (Thornsberry et al., 2001), posteriormente se
han ido desarrollando diversos estudios en otras especies de cultivo, como arroz, maiz, trigo, patata, o
cebada (Palaisa et al., 2004; Agrama et al. 2007; Breseghello y Sorrells, 2006; Kraakman et al., 2006;
Malosetti et al., 2007) y en arboles frutales como manzano (Cevik et al., 2010) y peral (Oraguzie et al.,
2010). En palmera de aceite son dos los estudios publicados basados en mapeo por asociacién. En uno
de ellos se identificaron tres regiones asociadas con un alto contenido de aceite en el mesocarpio (Tehy
col., 2016), y Babu y col. (2017) han identificado dos posibles regiones relacionadas con la proporcion

F/By O/B.

Como en los mapas de ligamiento y QTL, el objetivo del mapeo por asociacién es identificar las

variaciones alélicas funcionales ligadas a diferencias fenotipicas para un caracter de interés (Oraguzie,
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2007)(Figura 10). Este estudio se aplica a una poblacién de individuos no relacionados entre si, esto es,
que a diferencia de los mapas de ligamiento no proceden de cruzamientos dirigidos (Zhu y col., 2008;
Rafalski 2010;).En 2006, Yu y Buckler determinaron tres ventajas principales del mapeo por asociacion
frente al analisis de ligamiento tradicional: 1. mayor resolucién de mapeo,2. menor tiempo y, 3. mas

numero de alelos.

R
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Figura 10 (Zhu y col., 2008): Analisis de ligamiento vs mapeo por asociacién. Ambas estrategias permiten
detectar asociaciones no aleatorias entre genotipo-fenotipo, basandose en la capacidad de heredar
juntos polimorfismos funcionales o variaciones alélicas préximas. a) El analisis de ligamiento, se aplica a
familias, en este caso aplicado a una poblacion F2, procedentes de un cruce P1xP2 con fenotipos
diferentes para el caracter de estudio (P1=azul; P2=rojo). Las opciones de recombinacidn, mostrados por
los segmentos azules y rojos en F2, son pocas dentro de la propia familia y de sus ascendentes, por lo
que la resolucion de mapeo es baja; b) En el mapeo por asociacidn, el objetivo es la deteccién de la
variante alélica o el haplotipo (diamante amarillo) responsable del fenotipo de interés en una poblacion
natural, alguno de ellos portador del alelo de interés. Los eventos recombinatorios a lo largo de la
historia consiguen una mayor resolucion.

4.1. Desequilibrio de ligamiento: Base conceptual del mapeo

por asociacion

En el mapeo por asociacion (MA) se determina si existe asociacion entre el marcador y el
caracter mediante el desequilibrio de ligamiento (DL) en una poblacién no relacionada (Flint-Garcia y
col., 2003), por lo que MA es una aplicacion del DL (Figura 12). El DL es la combinacidn no aleatoria de
los alelos en dos "loci" debido a mutaciones y deriva genética ocurridas a lo largo de la historia las

poblaciones que no tienen apareamientos controlados.

El DL (D) es la diferencia entre las frecuencias de los haplotipos observados y de los esperados

en condiciones de equilibrio.

D= PAB - PAPB

Ecuacion 1:P,g es la frecuencia de los gametos con el alelo Ay el B en los 2 "loci", P, la frecuencia del alelo Ay Pg la
frecuencia del alelo B (Zhu y col. 2008). En la figura 11, se observa la situacién en completo equilibrio (a) donde las
probabilidades de cada haplotipo son iguales, y en DL (b) donde la probabilidad de los haplotipos es diferente.
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Figura 11: Equilibrio de ligamiento (a) y Desequilibrio de ligamiento (b)

|E| Locus 1 Locus2 El Locus1 Locus2

Individual 1 A G Individual 1 A G

Individual 2 A G Individual 2 A G

Individual 3 A G Individual 3 A G

Individual 4 T C Individual 4 T C -

Individual 5 T C Individual 5 T C -

Individual 6 T C Individual 6 T C -

Figura 12 (Soto-Cerda y Cloutier 2010): Principios del desequilibrio de ligamiento y el mapeo por asociacién. a)
Desequilibrio de ligamiento. El locus 1 y 2 presentan un patrén inusual de asociacion entre los alelos A-G y T-C,
aunque no tienen ninguna relacion con el fenotipo. b) Mapeo por asociacién. Los dos locus estan en DL, y ademas
hay una diferencia en el color de la semilla, para el alelo A-G es beige y para T-C marrén, por lo que hay una
evidencia de asociacion.

Son multiples los factores que pueden afectar al DL, entre ellos la recombinacion, las
mutaciones, el sistema de apareamiento, los procesos de seleccidn, o la estructura de la poblacion
(Soto-Cerda y Couplier, 2010). La mutacion crea nuevos sitios polimdrficos que estaran en DL, y en
cambio los eventos de recombinacidon romperan este DL, aunque no sera uniforme a lo largo del
genoma, como tampoco lo es la recombinacidon que varia en las diferentes regiones a lo largo del
genoma. En cuanto, al sistema de apareamiento las especies alégamas tienden a DL mas estrecho que
las especies autdogamas, como se ha demostrado en numerosas especies (Flint-Garcia y col.2003;

Abdurakhmonov y Abdukarimov, 2008).

La seleccidn de "locus" positivos crea un DL mds extenso porque se limita la diversidad genética
y se estructura la poblacién, mediante que una seleccion equilibrada tiende a mantener o aumentar el
nivel de polimorfismos (Soto-Cerda y Couplier, 2010). Esta estructuracién criptica de la poblacién puede
reducir la fuerza de la asociacion (Balding, 2006), ya que se debe a una distribucion no homogénea entre
los alelos de una subpoblacién con diferentes ancestros. Si estos subgrupos se seleccionan para crear un
panel de lineas donde aplicar el MA, la mezcla de los individuos con diferentes frecuencias alélicas
origina un DL. Si este DL es significante entre los "loci" pueden aparecer falsas asociaciones entre el

caracter y el marcador.
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4.2. Estrategias para abordar un estudio de mapeo por
asociacion

Un estudio de mapeo por asociacion se inicia seleccionando la poblacién, teniendo en cuenta

que la resolucion y la fuerza del mapeo, la densidad de marcadores y los métodos estadisticos a aplicar

dependeran de la diversidad genética, de la extension del DL a lo largo del genoma y de las relaciones de

parentesco existentes en la poblacidn. El fenotipado en los caracteres agrondmicos sujetos a estudio es

otra etapa en la que el disefio de campo y la recogida de los datos experimentales deben ser exhaustivo

y metddico. Este proceso consume mucho tiempo y recursos, y es una de los ejes principales del

estudio.

En funcidon del objetivo de estudio el mapeo por asociacion puede abordarse de dos estrategias
diferentes: la genotipificacion del genoma -"Genome-wide association-GWAS"- o mediante la

caracterizacion de genes candidato -"Candidate Genes -CG"- (Figura 13).

GENES
CANDIDATO

MARCADORES

ESCANEO
COMPLETO DEL

GENOMA ! !
GERMOPLASMA - ; v
/ POLIMORFISMOS
POLIMORFISMOS / CANDIDATO -

DEL GENOMA ! (G)

(G) !

v

ESTRUCTURA DE LA
POBLACION (Q),
PARENTESCO RELATIVO (K)

Y= G+Q/K+E

Figura 13 (Adaptacion de Zhu y col. 2008): Esquema de las estrategias que abordan el mapeo por asociaciéon (GWAS-
blanco- y CG - azul-). En el analisis final se incluira la estructura de la poblacién (Q), las relaciones de parentesco (K)
o ambas en funcién de la relacidn genética de la poblacion de mapeo y de las divergencias en el caracter
examinado. E es la varianza residual.

La caracterizacion del genoma completo se basa en el genotipado con un numero de
marcadores suficientes repartidos uniformemente por todo el genoma, probablemente al menos uno de
los alelos funcionales en DL este genotipado por el marcador (Myles y col., 2009). Ademas, no es
necesaria informacion previa de los posibles genes candidato (Zhu y col. 2008). En esta ultima década se

han realizado multitud de estudios en numerosos cultivos como tomate (Sauvage y col., 2014) o arroz

(zhao y col., 2011).
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El mapeo por asociacion mediante genes candidato se basa en la selecciéon de genes que
participan en el control del caracter de estudio, por lo que se necesita un conocimiento previo de los
genes. Esta estrategia tiene probabilidad de éxito si el caracter estd bien caracterizado a nivel
bioquimico y/o fisiolégico (Pfliger y col., 2001). El coste econémico es inferior, ya que se necesitan
menos marcadores que genotipar, disminuyendo también el tiempo de analisis. En Arabidopsis thaliana
(Ehrenreich y col., 2009) concluyeron que un tercio de los polimorfismos encontrados estaban asociados
al tiempo de floracién, partiendo de 51 loci genotipados. Esta estrategia se aborda en la presente tesis

doctoral.

4.3. Modelos estadisticos

La eleccién del modelo estadistico aplicar en el mapeo por asociacién depende de numerosos
factores relacionados con el DL, la estructura de la poblacién, de los caracteres de estudio y del
conocimiento y recursos gendmicos disponibles de la especie, entre otros (Abdurakhmonov and

Abdukarimov, 2008).

En plantas son varios los métodos estadisticos que pueden aplicarse, siendo el mas simple el
modelo linear generalizado -"General Linear Model- GLM"-, similar a la regresién lineal donde la
hipdtesis nula para la variable categdrica predictora es que un marcador SNP sin diferencia en el
caracter de interés puede pertenecer a cualquier genotipo y por tanto los grupos son independientes

(Bush y Moore, 2012).

Cuando las poblaciones son estructuradas se aplica la asociacion estructurada (SA) para
encontrar grupos relacionados estrechamente mediante el método bayesiano, entre otros y corregir a
posteriori las falsas asociaciones mediante matrices de agrupamiento (matriz-Q) por regresion logistica

(Abdurakhmonov y Abdukarimov, 2008).

Los modelos lineales mixtos (Yu y Buckler, 2006) permiten eliminar los datos espurios debidos a
la estructura de la poblacidn en el mapeo por asociacién, ya que combinan la estructura de la poblacion
(Q-matriz) con los diferentes coeficientes establecidos por una relacién de pares entre individuos o

relacion de parentesco, de la poblacion de mapeo (matriz-K).

5. OBJETIVOS GENERALES E HIPOTESIS

Esta tesis se enmarca dentro de un proyecto colaborativo del centro de investigacion NEIKER
TECNALIA (Espafia) con SAMPOERNA AGRO (Indonesia) cuyo objetivo principal es el desarrollo de
estrategias de mejora moleculares, las cudles pueden ser implementadas y aplicadas mediante la
seleccion asistida por marcadores para producir semillas de calidad superior y desarrollar nuevas
variedades mejoradas en palmera de aceite africana. Ademas de disminuir los costes de produccion y de
contribuir a la mejora de la sostenibilidad del cultivo, contribuyendo a reducir las superficies de

plantacidn.
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Por tanto el objetivo principal de esta tesis es la busqueda de marcadores genéticos que estén
relacionados con los principales caracteres agrondémicos relacionados con la productividad y el

rendimiento del cultivo.
La hipotesis de esta tesis es :

"El mapeo por asociacion mediante genes candidato permite encontrar marcadores genéticos

funcionales relacionados con el fenotipo mostrado en la poblacion seleccionada de E.guineensis Jacq."
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1. INTRODUCCION

Como se ha explicado en la introduccion a esta tesis (apartado 4) una de las posibles estrategias
para abordar el mapeo por asociacidn es la busqueda y seleccidon de genes candidatos en funciéon de los
caracteres agrondmicos deseados. Se puede definir como gen candidato a la regidén polimdrfica con
funcién bioldgica conocida que participa, directa o indirectamente, en diferentes procesos de regulacion
del caracter de estudio y susceptible de participar en la variacién fenotipica. Sus efectos pueden
confirmarse mediante un analisis posterior de asociacién con el fenotipo (Pliegfer 2001; Zhu y Zhao,

2007).

El objetivo es buscar e identificar posibles variaciones en regiones préximas o en los mismos
genes que puedan ser causa de variacién fenotipica, o bien por un cambio a nivel de expresion, o bien
por un cambio en la proteina. Si estos cambios se identifican, pueden correlacionarse estadisticamente
con los datos fenotipicos del caracter en cuestidon (Tabor y col., 2002). Las probabilidades de éxito
aumentan cuando este cardacter este bien descrito desde el punto de vista bioquimico vy fisiolégico, ya

sea en su especie o en otras (Khan y Korban, 2012).

Estas regiones se seleccionan aplicando tres estrategias funcionales y/o posicionales, que no
son independientes entre si, ya que su aplicacidn es mas efectiva cuando se aplica en la busqueda una

estrategia combinada (Zhu y Zhao, 2007).
Estrategias funcionales

La gendmica funcional describe la funcidn bioldgica de los genes a partir del conocimiento de su
actividad en diferentes condiciones o estadios de la planta, entendiendo asi la funcion de éstos en
relacion a su fenotipo (Morgante y Salamini, 2003). Estas caracteristicas funcionales se reflejan en sus
patrones de transcripcidn, y el analisis de su expresion proporciona modelos que permiten el estudio de
caracteres complejos Por tanto, el anadlisis de expresion génica y la abundancia de transcriptos son
claves para entender los patrones de expresidon que aparecen durante diferentes procesos o estadios
bioldgicos (Xia y col.,2014), y se convierten en un punto de partida para la seleccion de genes

candidatos.

A dia de hoy se pueden conocer los niveles de expresidn en el genoma a partir de diferentes
técnicas. El punto de partida es comln a todas ellas, y comienza con la construccién de librerias
especificas de ADNc (ADN complementario) a partir de ARNm (ARN mensajero) de diferentes érganos,
etapas de desarrollo o de plantas sometidas a estrés abidtico o bidtico. La seleccion diferencial posterior

ayuda al aislamiento e identificacion de genes candidatos.

Los primeros marcadores utilizados para conocer la expresién del genoma fueron los
marcadores de secuencia expresada (EST) (Adams y Kelley,. 1991). Su metodologia es eficiente y rapida
para entender la expresion génica (Fields, 1994) y el descubrimiento de nuevos genes “per se” (Verdun y

col., 1998). Desde que en 2005 Jouannic y col. publicaron 2411 secuencias de EST de colecciones de
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diferentes tejidos en palmera de aceite (E.guineensis Jacq), se han publicado nimerosos estudios
utilizando estos marcadores (Lin y col., 2009; Bourgis y col. 2011; Montoya y col. 2013) y el nimero de
secuencias de EST en las bases de datos se ha multiplicado por 16 (41102 EST en enero de 2016:

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nucest visitada 8 de enero de 2016).

La seleccion de genes candidatos puede realizarse mediante “microarrays" aplicados al
conocimiento de la expresion diferencial a partir de librerias de ADNc. Aunque su coste es superior,
permite conocer la expresion de multiples genes al mismo tiempo (Schena. y col., 1995).Esta tecnologia
se ha aplicado en cultivo in vitro de palmera de aceite para conocer la expresién diferencial génica en
diferentes estadios de desarrollo durante el proceso de embriogenésis somatica (Low y col., 2008) y

obtener asi genes de referencia para su aplicacion posterior (Xia y col., 2014).

Un método alternativo en la busqueda de GC es la obtencidn de fragmentos polimérficos
amplificados de ADNc (cDNA-AFLP) (Bachem y col, .1996). Esta técnica, basada en la reaccion en cadena
de la polimerasa, ha sido utilizada con éxito para el andlisis sistematico de genes que participan en
diferentes procesos, ya que se obtienen patrones de expresién diferencial, aunque su andlisis de
expresiéon no es valido desde el punto de vista cuantitativo (Breyne y Zebau, 2001). Es una alternativa
“low-cost” que permite la deteccidn de variaciones de expresidn entre diferentes individuos y grupos
(Korpelainen y Kostamo, 2010). Los resultados de esta técnica son robustos, sensibles y especificos.
Ademas no necesita de una validacion posterior, ya que su cinética de expresién es comparable
mediante andlisis Northerm (Bachem y col., 1996). Se ha utilizado en numerosas especies de plantas
como patata (Bachem y col., 1996), arroz (Ahikiro y col., 2006), mijo (Jayaraman y col., 2008), trigo
(Rampino y col., 2011), alubia (Shi y col., 2011) o trigo sarraceno (Gupta et al., 2012) para la
identificacion de genes candidato en diferentes condiciones o estadios como desarrollo de tubérculo,
senescencia o respuestas a estrés, confirmando este hecho. En palmera de aceite los Unicos estudios
publicados hasta la fecha se relaciona con la identificacién de genes expresados durante el proceso de
embriogenesis somatica (Pattarapimol y col., 2015), y la buisqueda de genes relacionados con una

enfermedad relacionada con la sequia denominada "hard bunch phenomena".

Esta técnica aplicada junto con un andlisis de grupos segregantes o BSA (Bulk Segregant
Analysis) (Michelmore y col., 1991) que compara rapidamente mezclas de ADN individuales con
diferentes caracteristicas. En cada mezcla los individuos son idénticos para un determinado rasgo de
interés, pero arbitrarios para el resto. La comparacidon de estas mezclas de individuos con fenotipos
extremos permite una rapida identificacion de marcadores ligados al caracter de interés. Esta
metodologia se utiliza con frecuencia para identificar genes préximos a un QTL, ya que cuando los
individuos de una unica familia se mezclan, se puede identificar algin marcador ligado al caracter de

interés si los alelos han segregado en su progenie (Gupta y Rustgi, 2004).

Otra alternativa para la busqueda de genes candidato funcionales es su busqueda "in silico".

Los ultimos avances en los software de extraccidn de datos facilitan esta busqued, desde la gran

30



2. BUSQUEDA Y SELECCION DE GENES CANDIDATOS

cantidad de literatura disponible en la red (Pubmed -http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed -, WOS -
https://apps.webofknowledge.com-, GOOGLE - https://scholar.google.es/-. )(Patnala y col., 2013) como
revisiones y/o estudios, entre otros. Las bases de datos publicas también proporcionan informacién util
relacionada con la funciéon y la estructura (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ -, o Gene Ontology -
http://geneontology.org/-). Las funciones bien caracterizadas, la ontologia y los genes anotados son
herramientas que actualizadas son muy utiles en esta aplicaciéon (Krallinger y col., 2008). Por otro lado, si
las rutas bioquimicas, como por ejemplo la ruta biosintética de acidos grasos mostrada en la figura 1,
y/o fisioldgicas ( KEGG, - http://www.genome.jp/kegg/-),relacionadas con el caracter objeto de estudio
se conocen bien pueden utilizarse también para identificar los genes relacionados con el mismo como
posibles candidatos. En el caso de que el genoma de la especie no esté completo, la gendmica
comparativa, es la alternativa para encontrar genes homdlogos funcionales, mediante métodos de
alineamientos como Clustal (Thompson y col.,2002) y/o comparacién de secuencias como el algoritmo
BLAST (Altschul y col., 1990), en especies relacionadas y/o en especies modelo. Este hecho aumenta la

probabilidad de que estos sean relevantes (Zhu y Zhao, 2007; Remington y Purugganan, 2003).
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Figura 1: Biosintesis de triacilgliceroles (TAG) en los diferentes tejidos y semillas (Chapman & Ohlrogge, 2012).
Conociendo bien esta ruta bioquimica pueden identificarse genes candidato relacionados con la sintesis de acidos
grasos en palmera de aceite.

Como ejemplo, en 2012 los investigadores Sharma y Chauhan publicaron un estudio donde
mediante gendmica comparativa in silico identificaban las variaciones de 261 genes pertenecientes a la
sintesis de acidos grasos, triacilgliceroles y a la formacién de cuerpos grasos en una especie modelo,

Arabidopsis, y tres cultivos oleaginosos (Brassica rapa, Ricinus communis, y Glicine max). En palmera de
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aceite un estudio compara los transcriptos y metabolitos existentes durante la particién del carbono en

el mesocarpo entre la palmera de aceite y la datilera (Phoenix dactilyfera) (Bourgis y col., 2011).
Estrategias posicionales

Los GC posicionales son aquellos identificados a partir de la vinculacidon fisica del segmento
cromosémico en un mapa con un QTL de interés (Zhu y Zhao, 2007). Los mapas de consenso utilizados
son mapas de referencia saturados obtenidos a partir de la integracién de mapas procedentes de
diferentes genotipos del cultivo. De esta forma pueden situar en una region especifica los marcadores
proximos al QTL de interés, siendo susceptibles a utilizarse como herramienta para identificar
marcadores estrechamente vinculados al cardcter de interés (Borevitz y Chory, 2004), como puede

observarse en la figura 9 del apartado 3.2.1 de materiales y métodos.

Cuando estos marcadores tienen una funcién bioldgica relevante, es decir son genes con
funcién conocida, aumenta la exactitud estadistica del mapeo de QTL y facilita un analisis minucioso de
los caracteres complejos. Estos genes se consideran marcadores funcionales, se busca en ellos la
presencia de polimorfismos como SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido) capaces de aumentar la
resoluciéon de este tipo de mapeo. Si se encuentran en desequilibrio de ligamiento, el polimorfismo de
esta secuencia lo hace susceptible al genotipado en los estudios de asociacién (Rafalski, 2002). También
se buscan en el mapa otras secuencias anotadas y ligadas al QTL que controla el caracter deseado. El
grado de similitud de estas secuencias con otras de especies relacionadas o en sintenia junto con su
colinealidad con los segmentos cromosdmicos ayudan a identificar y aislar estas regiones hipotéticas
como posibles GC (Remington y Purugganan,. 2003). Por ejemplo, para el QTL relacionado con el indice
de iodo (l) en el aceite de palma la busqueda mas efectiva puede realizarse buscando genes
relacionados con enzimas desaturasas proximos a este QTL. Ya qué este indice muestra el grado de
insaturacion del aceite y por tanto la cantidad de acidos grasos insaturados presentes en él y en cuyo

proceso de formacidén participan estas enzimas.

En plantas el mapeo de diferentes poblaciones ha sido exitoso para localizar genes candidatos
de caracteres simples (Harjes y col, 2008;. Zheng y col., 2008) y aquellos con gran evidencia de ejercer
un rol en el fenotipo de interés (Werner y col., 2005). Aunque esta estrategia se ha aplicado, sobre todo,
en la busqueda de genes de resistencia (RGA) (Pliefger y col.,2001). En palmera de aceite se han
encontrado genes candidatos a partir de QTL buscando las homologias de las secuencias disponibles con
los genes participantes en el metabolismo de lipidos y expresados en las semillas durante la maduracion
del fruto que es cuando comienza la sintesis y almacenamiento del aceite en él (Jeennor y Volkaert,

2013).

2. OBJETIVOS

En este capitulo se buscan, se identifican y seleccionan mediante una estrategia combinada,
funcional y posicional, genes candidato relacionados con los caracteres agrondmicos de interés de

relacionados con la produccidn, el rendimiento y la calidad de aceite.
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Esta estrategia combinada se basa en:

. El analisis de la expresion diferencial mediante BSA cDNA AFLP
Il. La busqueda de genes in silico
11. La busqueda mediante co-localizaciéon de secuencias anotadas con QTLs en un mapa

integrado de palmera de aceite.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Analisis de grupos segregantes mediante cDNA-AFLP
3.1.1. Origen del Material Vegetal
El material vegetal utilizado para el analisis de los grupos segregantes desciende de distintos
cruces dirigidos entre 225 genotipos Dura (parental femenino) y 50 genotipos Pisifera (parental
masculino) con diferentes origenes (Figura 2) y utilizados como parentales en distintos procesos de

seleccion recurrente modificada. Se seleccionaron 242 genotipos en total procedentes de 29 progenies

(Tabla 1).

woTWay

United
Canada ringdom Polska

Poland
Deutschland ¥
Mowron ¥nc Germany,

Mongolia France
Itala
a% North “Epainc 1 ey
= ') th s
i) Japan o pled Stanes North

et > 5
China S Rores Pacific 5 Atlantic
Ucean Ocean e

México

azimalng Mexico
Thailand e JaLas ]
Tehad S
= Chad
indonesia Pa ‘,»"
Guinea
y Angola
indian i Nemibis
Ocean Australia South M South Bétawa
H Pacific Atlantic
Ocean Ocean South Africa
H Argentina

New
Zealand

Figura 2: Origen de las lineas parentales femeninas y masculinas seleccionadas para la evaluacién de sus progenies.
Estos parentales llegaron a la estacidon experimental de Surya Adi ¢ en 1994 recogidos en Costa Rica m . Los
parentales femeninos °- Dura- , M= Mardi, HC= Harrison and Crossfield, D= Dami, CH= Chemara, eran de origen
asiatico, aunque todos tienen su origen inicial en Africa y los masculinos - Pisifera- de origen africano, N=Nigeria,
Y=Yangambi, D= Dami Komposit, E= Ekona, A=Avros, G=Ghana, LM= La Me.

Tabla 1:Detalle del germoplasma de palmeras Tenera utilizadas en el analisis de grupos segregantes. En la primera
fila y columna se muestran los parentales Pisifera, y Dura respectivamente. El resto de celdas muestran el nimero
total de genotipos Tenera procedentes de cada cruce DxP. °HC = Harrison Crossfield

N2 DXP Avros Dami Yangambi Ekona Ghana LaMe New Nigeria Total
Chemara 10 8 0 10 14 1 22 65
Chemarax HC® 0 2 8 0 1 0 0 11
Dami 30 21 10 30 4 19 120
HC® 12 7 0 8 7 0 10 44
Mardi 0 0 0 0 0 0 2 2
Total 52 38 18 48 28 5 53 242
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3.1.2. Caracteres de interés agrondmico

Estas 242 palmeras (genotipos) de 15 afios de edad se fenotiparon durante 10 afos en los
caracteres de interés agrondmico relacionados con la produccién, los componentes de racimo y
vegetativos mostrados en la tabla 2. Cada caracter estaba formado por 4 o 5 familias de las que se
seleccionaron los 5 mejores y 5 peores genotipos de cada familia para el analisis de grupos segregantes
como se muestra en la tabla 3.

Tabla 2: Relacion de los caracteres de interés agrondmico en el cultivo, para los que hay QTL relacionados en el
mapa LM2TXDA10D.

Caracteres de Interés L
L. Descripcion
Agronémico

Numero medio de racimos/palmera/ afio entre 3-5 afios y/o 6-9 afios

BN
(QBn3_5; QBn 6_9)

BW Peso medio de racimo entre 3-5 afios y/o entre 6-9 afios (QBwt3_5;
QBwt6_9)(kg)

5 Rendimiento de aceite/palmera/ afio entre 3-5 afios y/o entre 6-9 afios
(QPO3_5; QPO6_9)(ton/ha/afio)

FN Numero medio de frutos por racimo (Fn)

FW Peso medio de fruto (Fwt) (g)

MF Ratio de pulpa con respecto al fruto (% PF)

oM Ratio de aceite con respecto a la pulpa (%POP)

HT Incremento de altura de tallo (Ht) (cm)

v Indice de lodo (1V)

Estos caracteres son poligénicos y tienen diferente heredabilidad (figura 3), esto es, diferente
estimacién de la contribucion relativa de las diferencias en factores genéticos y no-genéticos a la
varianza fenotipica total de la poblacién. Por tanto este valor indica en qué grado el rasgo o cardcter se
debe a causas genéticas o ambientales. Es necesario destacar que estos valores de heredabilidad son
diferentes para cada poblacién, dependiendo del tipo de poblacién y del medio ambiente dénde se
desarrollen. No pueden extrapolarse los valores a diferentes poblaciones, aunque la revisién de los
diferentes estudios poblaciones en tamafios grandes de muestras se puede alcanzar una generalizacién,

como se puede ver en la figura 3 adaptada de los datos aportados por Corley y Tinker (2003).
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Figura 3: Caracteres de interés agronémico sujetos a estudio ordenados en funcidn de su heredabilidad (Corley y
Tinker, 2003) . MF= Mesocarp to fruit (%) o Relacidn del tamafio del mesocarpo con respecto al fruto; HT= “ Height
Increment” o Aumento de Altura (cm); OM= Oil to wet mesocarp (%) o relacién de contenido de aceite frente a
peso seco de mesocarpo ; FW= “Fruit Weight” o Peso de los Frutos (g); BN= “Bunch Number” o Numero de
Racimos;BW= “Bunch Weight” o Peso de Racimo (kg); FN= “Fruit Number” o Nimero de Frutos; CPO= “Crude Palm
Oil” o Aceite Crudo (ton/ha).

Tabla 3: Familias seleccionadas para el caracter Numero de Racimos (BN). La tabla muestra los genotipos
seleccionados para cada familia y los valores fenotipicos promedio para el caracter. En cada familia se obtuvieron
dos muestras a partir de la mezclas del ARN extraido de los genotipos buenos para el caracter y de los malos,
respectivamente, para el anadlisis de grupos segregantes. M=Mardi; N=Nigeria; CH= Chemara; HC= Harrison
Crossfield; Y= Yagambi; D= Dami.

. GENOTIPO GENOTIPO
CARACTER CRUCE FAMILIA BUENO VALOR MALO VALOR
1 13.8 9 7.7
22 13.8 12 8.2
M XN 552
23 16.0 41 8.5
25 16.7 46 8.2
20 13.2 1 6.7
(CHxHC)x 26 13.6 17 6.2
698
Y 29 13.2 36 6.4
BN 30 13.7 45 7.1
6 18.3 12 10.2
14 16.8 22 8.4
DXD 718
15 15.5 41 9.8
19 16.3 44 8.4
2 15.3 37 9.6
4 16.0 41 10.1
DXN 773 5 15.9 45 7.8
11 16.3 48 7.4
3.1.3. Material vegetal utilizado en los andlisis moleculares

Las hojas de las diferentes palmeras fueron recogidas durante abril de 2011 de la estacion
experimental de PT Binasawit Makmur, en Surya Adi Estate (latitud: 105°2’0”- 105°4’0” E, longitud:

04°1'0” — 04°2’0"S, elevacidn: 28m) y perteneciente a la provincia de Sur Sumatra (Indonesia).
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3.1.3.1. Método BSA cDNA AFLP
El esquema del método de cDNA AFLP se muestra en la figura 4, y conlleva varios pasos que se

describen a continuacion.

i6 ; Sintesis de ADN Digestion de ADN
Extraccion ARN » A|s|amento_de ARN » complementario y complementario
total mensajero
de doble cadena Ase/Taq

| P . Amplificacién Ligacién de
ectroforesis especifica Preamplificacion

Adaptadores

Figura 4: Esquema método cDNA AFLP (Bachem y col. 1996).

3.1.3.1.1. Extraccién de ARN total
El material vegetal procedente de hoja se corté en cuadrados de 2x2mm y se introdujo en
microtubos de 1.5ml con RNA later (RNAlaterTM, Ambion Europe LTD.) para su conservacion y

transporte a Espafia. El material vegetal se conservéd a -202C hasta su utilizacion.

La extraccion del ARN total se realizd introduciendo algunas modificiones en protocolo utilizado
por Saidi y col. (2009). Se descongelaron los 200mg de material vegetal en hielo y se secaron con papel
secante (Figura 5a). Una vez seco los trozos de hoja se volvieron a introducir en microtubos (1,5ml)
junto con dos bolas de tungsteno, y se sumergieron en nitrégeno liquido. Asi, se congeld el tejido y se
evitd la degradacién del material genético. La homogenizacién del tejido se realizdé con un molino
mezclador (Retsch MM200) durante 90s y a una frecuencia de 1/13s para su correcto triturado

(Figura5b).

Figura 5: a) Trozos de hoja en papel secante; b) Molino mezclador utilizado para la homogenizacidn del tejido.

Una vez triturado el tejido vegetal se transfiri6 a otro microtubo de 1.5ml libre de
ribonucleasas, se afiadieron 500ul de tampdn de extraccién conservado a 42C (100mM Tris-HCL pH 8.0;
0.5% Nodidet 40; 50mM EDTA; 1% PVP K-30; 5% B-Mercaptoetanol), y se mezclaron con un agitador tipo

vortex. A continuacion, las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos y se
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afadieron 500ul de una mezcla de fenol cloroformo (5:1). Ambas soluciones se mezclaron con un
vortex, y se centrifugaron durante 10min (12500rpm; 42C) para separar las fases, y recuperar la fase
superior dénde se encuentra el ARN total. A esta fase se afiadié el mismo volumen que lo recuperado de
cloroformo, y se centrifugd de nuevo en las mismas condiciones. Las fases volvieron a separarse
desechando la fase acuosa, afiadiendo a la fase restante 400ul de isopropanol y 100ul de cloruro sddico
5M. Se mezclaron con una inversién manual de los tubos y se centrifugaron a maxima velocidad durante
45min a 42C. Las muestras se incubaron durante 10 min en hielo. El pellet se limpié con 1ml de etanol al
70% (v/v) y se centrifugd a 10000rpm durante 10 min a 42C. Finalmente, se eliminé el etanol de los
tubos, se secaron los pellets a temperatura ambiente y se resuspendieron en 25 pl de agua estéril y

desionizada. Todo el proceso se llevd a cabo rapidamente para evitar la degradacion del ARN.

La cuantificacién del ARN total se realizé mediante espectrofotometria UV/Vis (Nanodrop 2000,
ThermoScientific, USA), y se midid el grado de pureza mediante la relacidn de la absorbancia A260/280.
En un gel de agarosa al 1% de tampdn TAE (40mM Tris-Acetato; 1mM EDTA, pH 8.0) con una tincién de
Gel Red 1X (GelRed 10000X in DMSO, Biotium) se visualizaron las bandas 28S y 18S analizando su

integridad.

ADNg-

ARNr 285-
ARNr 18S-

Figura 6: Ejemplo de la extraccidén de las muestras de ARN para una de las familias correspondientes al caracter
numero de frutos (FN).

Una vez cuantificado y revisado el grado de pureza se juntaron los ARN de los genotipos

"buenos" y de los genotipos "malos" a igual concentracion.

3.1.3.1.2. Aislamiento de ARN mensajero
Para aislar el ARN mensajero de cada mezcla se utilizaron bolas magnéticas recubiertas de

estreptavidina (Dynabeads M-280 Streptavidin, Dynal A.S., Oslo, Norway) acondicionadas.

El acondicionamiento de las bolas paramagnéticas (0.1mg/ul) se realiz6 modificando el
protocolo de Bachem (2002). Se utilizé 1ul de la disolucién de bolas por cada pg de ARN presente en la
muestra. El volumen total de bolas para cada muestra se limpid con una disolucién tampadn, 1X Stex (1M
NaCl; 10mM Tris-HCl pH 8; 1mM EDTA; 0.1% (p/v) Triton X-100), se colocaron los diferentes tubos en un

iman (MPC-S, Dynal S.A, Oslo, Noruega),y una vez que las bolas se adhirieron a la pared, se retiré la fase
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acuosa. Esta operacién se repitid tres veces. Las bolas limpias se resuspendieron en dos volimenes del

volumen inicial en una disolucién tampdn - 2x-Stex -.

A continuacidn, se anadieron 2 volimenes de un oligonucleétido biotinado en el extremo 5’,
d[T]25V (MWG-Biotech Inc,USA), compuesto por 25 timinas y en el extremo 3’ una base degenerada (V=
A, Co G), y se incubd la mezcla durante 30min a temperatura ambiente. En esta etapa el oligo dT se

unid a las bolas paramagnéticas mediante un enlace covalente entre la biotina y la estreptavidina.

En la etapa final el ARN total se desnaturalizdé durante 3 minutos a una temperatura de 652C, se
afadio el mismo volumen que la cantidad de ARN de las bolas unidas al oligo dT, y se incubé la mezcla a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Durante este periodo de incubacidn la cadena poliA, propia
del ARN mensajero, se unié al oligo dT hibridado en las bolas magnéticas. La mezcla, bolas magnéticas/
ARN, se limpid 3 veces con un volumen de disolucidn tampdn 1x STEX, y se resuspendié en 20ul de agua
Mili-Q®. Para eluir el ARN mensajero, la resuspension se calenté durante 5 minutos a 659C,
inmediatamente se colocaron las muestras en el iman, se retird la fase liquida, donde se encontraba el

ARN mensajero, y se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5ml libre de ribonucleasas.

3.1.3.1.3. Sintésis de ADN complementario
El ADN complementario se sintetiz6 a partir de ARNm en tres etapas, segun el protocolo de

Sambrook et al. (1989).

12 Etapa: Sintesis de ADNc de una hebra

El ARN mensajero se incubd junto a un oligodT durante 2 min a 702C para favorecer la su
hibridacién, después se prepard la reaccién para la sintesis ADNc mediante una transcriptasa inversa
que incluia el oligodT y los hexameros aleatorios junto con su disolucidon tampdn. Por cada microgramo

de ARN total se obtiene un 3-5% de ARN mensajero.

Tabla 4: Mix de reaccion para la sintesis de ADNc de una hebra

Reactivos Volumen (pl)
mRNA [ ] 20

Oligo d(T),5V (100ng/ pl) 1

5x VILO tampdn 6

10x Mezcla de enzima Superscript VILO 3

La mezcla se puso en un bafio de agua con agitacidon (Eppendorf Thermomixer® confort, USA)

con el programa mostrado en la tabla 5.
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Tabla 5: Programa del termociclador para la reaccion en cadena de la polimerasa en la sintesis de ADNc de una
hebra.

Tiempo (min) Temperatura (2C)

10 25
60 42
5 85

22 Etapa: Sintesis de ADNc de doble hebra

Se prepard la mezcla de reaccién como se decribe en la TABLA 4, y se incubd a 162C durante

2h..

Tabla 6: : Mix de reaccidn para la sintesis de ADNc de doble hebra

Reactivos Volumen
(n)
ADNCc de hebra tnica 30

10x ADNc buffer (200mM Tris-HCl pH 7.5; 750mM KCl; 100mM(NH,),SO,, 50mM 15
MgCl,;10mM DTT)

ADN polimerasa (10U/pl) 3.5
ARNasa H (2U/pul) 1.5
dNTPs (25mM) 1

H,O0 Mili-Q® 98

Pasadas las 2 horas de incubacidn, se observo la calidad de ADNc mediante electroforesis en un

gel de agarosa 1.5% (p/v). La imagen mostré un rastro entre 0.5 y 4 Kilobases.

32 Etapa: Purificacion de ADNc de doble hebra

La muestra final se mezclé con un volumen de fenol:cloroformo:isoaminoalcohol (25:24:1 en
volumen) y se vorted fuertemente. La siguiente etapa fue la centrifugaciéon durante 20 min, a 42Cvy a
12500 rpm. Se recogio el sobrenadante y se introdujo en un microtubo nuevo de 1.5ml para precipitarlo
con 2 volumenes de etanol absoluto a una temperatura de -202C durante toda la noche. A la mafiana
siguiente, se centrifugd a maxima velocidad durante 30min a 42C, y el pellet se limpié con etanol frio a

70% (v/v). Por ultimo, el pellet se resuspendié en 40ul de agua Mili-Q®.

3.1.3.1.4. Procesado de ADNc de doble hebra

Se aplico el protocolo descrito por Bachem y col. (1998) que constaba de las siguientes etapas:
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12 - Digestién de ADNc

Se digirid una muestra de 500ng totales de ADNc sintetizado con dos enzimas de restriccion Taq

I, de corte frecuente, y Ase |, de corte poco frecuente o raro.

Enzima Corte

Tagl* TCGA
AGCT

Asel* ATTAAT
TAATTA

* Enzimas de restriccién (NEB Biolabs Inc. New Brunswick, NE, USA)

Esta digestidon ocurrié en dos reacciones diferentes, primero se digirié con la enzima Tagl y en

otra reaccidn con Ase I.

Tabla 7: Mix de reaccidn y condiciones de incubacién para la digestion con el enzima de restriccion Taql.

Reactivos Volumen (pl)
ADNCc de doble hebra 20
Taql 1
Incubacién
10x R/L tampdn (10mM Tris-HCl pH 7.5; 100mM Mg-Ac; 50mM K- 4 1h 652C

Ac; 5mM DTT; 50ng/ul BSA)
H,0 Mili-Q® 15

Tabla 8: Mix de reaccién y condiciones de incubacion para la digestion con el enzima de restriccion Asel.

Reactivos Volumen (pl)

ADNCc de doble hebra 20

Ase | 1 Incubacidn
10x R/L tampén (10mM Tris-HCI pH 7.5; 10mM Mg-Ac; 50mM K- 4 1h 652C

Ac; 5mM DTT; 50ng/ul BSA)
H,0 Mili-Q® 15

22- Ligacidn

En esta etapa fue necesario preparar las hebras de los oligonucledtidos de anclaje o
adaptadores. La hibridacion de las parejas de adaptadores se realizd mediante una incubacién a
temperatura ambiente durante 10 minutos. La concentracion final de los pares de adaptadores fue 5uM

para Tagl y 50uM para Asel.
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Tabla 9: Secuencia de los adaptadores utilizados en la ligacion.

Oligonucleétido de anclaje Taql Hebra superior 5’-GAC GAT GAG TCC TGA C-3’
Hebra inferior 5’-CGG TCA GGA CTC AT-3*

Oligonucleétido de anclaje Asel Hebra superior 5’-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3’
Hebra inferior 5’-TAG GTA CGC AGT C-3’

Los adaptadores hibridados eran complementarios a los fragmentos de restriccién obtenidos en
la digestién, y se afiadieron en la mezcla de reaccién para la ligacion. Esta se produjo por la accién de

una ligasa T4 (Invitrogen Inc., Barcelona, Espafia).

Tabla 10: Mix de reaccién y condiciones de incubacion para la ligacidn del producto de digestion.

Reactivos Volumen (pl)

Producto de digestion 50
Taq | Adaptador (50pM) 1

Ase | Adaptador (5pM) 1 Incubacion
ATP (10mM) 1 2h a 372C
10x R/L tampén 0.5

T4 ADN ligasa 1

H20 Mili-Q® 0.5

El producto de ligacidn se diluyd 1:10 y fue el molde para la pre-amplificacién.

a- Pre-amplificacidon del molde primario.

Los cebadores utilizados fueron universales y complementarios a los adaptadores ya ligados.

Tabla 11: Secuencia de los cebadores de la reaccidon de preamplificacion.

(o-L.ELLIMELIENLE 5'-GAC GAT GAG TCC TGA CCG A-3’

5’-CTC GTA GAC TGC GTA CCT AAT-

Cebador Asel +0*

31

* MWG-Biotech Inc, USA
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Tabla 12: Mix de reaccion y programa utilizado en el termociclador para la preamplificacion.

Reactivos Volumen (pl) Programa PCR
Producto 10
digestion/ligacion (1:10) [942C,30 seg;552C,30seg; 72°C,60seg]*
Ase | (10puM) 1 25 ciclos
Taq | (10uM) 1
10x tampdén PCR 5
MgCl, (50mM) 15
dNTPs (25mM) 0.5
H,0 Mili-Q® 32

El producto se visualizd en un gel de agarosa al 1% en una disolucién tampdn de TAE 1x y se

detectaron fragmentos entre 50 y 700 pares de bases (pb).

2- Amplificacion selectiva

El producto obtenido en la pre-amplificacion fue el segundo molde y la muestra de esta etapa.
Este producto se diluyé 10 veces. Los cebadores utilizados en esta amplificaciéon también eran
complementarios a los adaptadores, pero incluian 2 o 3 bases selectivas (NN o NNN) en su extremo 3’
(MWG-Biotech Inc., USA). El cebador Asel incluia una molécula que emitia en el espectro de infrarrojos
(IRD 700/800; LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA) para facilitar la deteccion del producto en el sistema LI-
COR.

Tabla 13: Secuencia de los cebadores especificos Taq | y Asel.

(oL ELITRFELIEYIEC R 5'-GAT GAG TCC TGA CCG ANN/N*-3’
(o ELLIW- I EYIEE M 5'- GAC TGC GTA CCT AAT NN/N*-3’

*N= BASES ESPECIFICAS

Tabla 14: Nombre de los cebadores especificos y sus bases nucleotidicas terminales para Ase/Taq +2 y Ase/Taq +3.

Cebadores Ase(A)/Taq(T) +2 utilizados en las Cebadores Ase(A)/Taq(T) +3 utilizados en las

reacciones especificas reacciones especificas
Cadigo NN Cadigo NNN
A11/T11 AA A51/T51 CCA
A12/T12 AC A52/T52 CccC
A13/T13 AG A53/T53 CGC
Al14/T14 AT A54/T54 CCT
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Cebadores Ase(A)/Taq(T) +2 utilizados en las Cebadores Ase(A)/Taq(T) +3 utilizados en las

reacciones especificas reacciones especificas
A15/T15 CA A55/T55 CGA
A16/T16 CC A56/T56 CGC
A17/T17 CG A57/157 CGG
A18/T18 CT A58/T58 CGT
A19/T19 GA A67/T67 CGA
A20/T20 GC A68/T68 GCC
A21/T21 GG A69/T69 GCG
A22/T22 GT A70/T70 GCT
A23/T23 TA A71/T71 GGA
A24/T24 TC A72/T72 GGC
A25/T25 TG A73/T73 GGG
A26/T26 T A74/T74 GGT

Tabla 15: Mix de reaccion y programa utilizado en el termociclador para la amplificacion selectiva.

Reactivos Volumen Programa PCR
(u)
ADNCc (5:50) 5
Ase | +N (50uM) 0.5 [942C,30 seg;652C-562C (-0.72C/ciclo),30seg;
Taq | +N (50uM) 0.3 72°C,60seg]* 53 ciclos
50x tampodn PCR 5 [949C, 30seg; 562C, 30seg; 72°C, 60seg] *24 ciclos
MgCl, (500mM) 0.55
dNTPs (2.5mM) 0.8

Tag ADN Polimerasa 0.04

(5U/ul)
H,0 Mili-Q® 2.25

Todas las reacciones en cadena de la polimerasa se realizaron en termocicladores Primus
96/384 (MWG AG Biotech). Para poder visualizar los amplificados en la plataforma LI-COR (DNA Analyser
Gene Reader 4300, LI-COR, MWG-Biotech) se afiadieron 7ul de de un tampdn de carga compuesto por
formamida desionizada 98% (v/v), 50mM EDTA pH 8.0, y azul de bromofenol 0.5% (p/v), se

desnaturalizd la reaccion en un termociclador durante 5 min a 952C y se enfrio rapidamente en hielo.

Los geles de acrilamida para separar los fragmentos derivados de los transcriptos (TDF) se

realizaron utilizando un gel de acrilamida al 6% (p/v) y 7M de urea.
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3.1.4. Andlisis de los fragmentos con expresién diferencial

Los geles se visualizaron buscando la presencia o la ausencia de bandas en cada familia, bien
presentes en todas las familias de pool + para un caracter y ausentes en el pool -, o viceversa (Figura 7).

Estos fragmentos se aislaron, se reamplificaron y se secuenciaron como se describe a continuacion.
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350> -
- -
il 400> sl
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300> 154 & e el
sas | UB00L0T1
- 350>
-8 P
255> &
11100000
bt 300>
P
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2005 Hr-ﬂh =2
——

204>
200>

1453

Figura 7: Ejemplo del conteo de bandas en el dnalisis de expresion diferencial en geles de acrilamida. En ambos
geles, la primera columna es el marcador de peso molecular (Hyperleader II). El primer gel muestra la presencia del
TDF presente en tres de las cuatro familias calificadas como "buenas" a una altura aproximada de 230pb. El segundo
gel muestra el TDF en tres de las cuatro familias calificadas como "malas" para el caracter analizado.

3.1.4.1. Aislamiento de los fragmentos amplificados.

Los TDF se volvieron a cargar en un gel de acrilamida para visualizar en la plataforma LI-COR en
el tamafio de banda deseado. Estos geles se escanearon en un equipo laser (Odyssey®Infrared Imaging
System, LI-COR, MWG-Biotech) para identificar las bandas correctamente. Estas bandas se aislaron y
cortaron. Las muestras cortadas se purificaron, machacaron y se incubaron con agitacion a 652C durante
3 min, se recogio el sobrenadante que fue precipitado con dos volumenes de etanol absoluto a -402C
durante toda la noche. Después se centrifugaron a 42C durante 30 minutos, se secé el pellet y se diluyé

en 15 pl de agua desionizada y estéril.
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3.1.4.2. Reamplificacién y secuenciacién de amplicones
Para la reamplificacion de los amplicones cortados y purificados se utilizaron las mismas

condiciones de PCR que en la amplificacién especifica.

Tabla 16: Mix de reaccién y programa utilizado en el termociclador para la reamplificacion de las bandas
seleccionadas.

Reactivos Volumen Programa PCR
()
Muestra 1
Ase | +N (50uM) 1.5 [9429C,30 seg;652C-562C (-0.72C/ciclo),30seg;
Taq | +N (50uM) 0.75 72°C,60seg]* 53 ciclos
10x tampdn PCR 2.5 +
MgCl, (500mM) 0.55 [949C, 30seg; 562C, 30seg; 72°C, 60seg] *24 ciclos
dNTPs (2.5mM) 2

Taq ADN Polimerasa 0.1

(5U/ml)
H,0 Mili-Q® 17.5

El producto de amplificacién se diluyé 10 veces en agua, y se visualizd en un gel de agarosa al
2% en disolucion tampdén TAE 1x. A continuacidn, estos productos de amplificacion se enviaron a
secuenciar en un equipo electroforesis capilar (48-capillary DNA Analyzer, Fraunhofer IME, Aachen,

Alemania) para secuenciacion "SANGER" (Sanger Fy col.1977).

3.1.4.3. Andlisis de los fragmentos

Las secuencias obtenidas se procesaron mediante el software libre Ridom TracelT (Rothganger
y col., 2006), y una vez revisadas se buscaron homologias utilizando alineamientos locales en la base de
datos no redundantes de NCBI (BLASTn), y en las diferentes librerias disponibles del proyecto de OPGP
(Oil Palm Genome Project) como EST (“Expressed Sequence Tag”), libreria de “scaffolds” y ARN
mensajeros de Phoenix dactylifera, ya que cuando se realizd este experimento no habia informacion
suficiente relativa al género Elaeis. Las secuencias homdlogas altamente conservadas se compararon
para dilucidar posibles funciones de los genes detectados. Las secuencias con una alta similitud fueron
analizadas con Blast 2GO (Conesa et al. 2005) para identificar y mediante una comparativa de los

alineamiento conocer los posibles genes con sentido biolégico en los caracteres sujetos a estudio.

3.2. Busqueda de genes candidato co-localizados
A partir de un mapa de referencia en palmera de aceite se buscaron y seleccionaron los genes
candidato relacionados con los caracteres de interés agrondmico descritos en 3.1.2 del presente

capitulo.
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3.2.1. Mapa de referencia en Elaeis guineensis

Inicialmente el genoma de la palmera de aceite africana era desconocido, por lo que se eligio la
palmera datilera (Phoenix dactylifera) como especie de referencia. Su alto grado de colinealidad con
E.guineensis Jacq. y la disposicién publica de sus "scaffolds" en la pagina web de "Weill Cornell Medical
College" de Catar (http://gatar-weill.cornell.edu/research/datepalmGenome/) justifica esta elecciéon. En
sus "scaffolds" se mapearon los marcadores secuenciados y publicados en NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) de nuestra especie como EST y SSR, asi como secuencias disponibles de
diferentes autores como Brugis y col. (2011) y Tranbanger y col. (2012). A partir de este mapeo se
pudieron anclar los "scaffolds" de P. dactylifera al mapa de referencia de E. guineensis Jacg. obtenido en

el proyecto europeo "Link2Palm" para la poblacion LM2TxDA10D.

RN |chr | pos| \ | oP_Scaf| PD_Scaf[DT |D-Name |M-Name |MT DES Pr Fr|
954 1 1070 DL 361/6  EAgA/MCTgAFLP P1 361 6

q 1 1070 an QaBwt_a — an P1 -

Q 1 107,0 qrt Qleaf n_a — qrt P1 -

P 1 071 e e PM *QaBwt_1 ConsMap - - -

P 1 1087 scatfold031 PDK_30s762641 PM *mEgCIR04; SAS68map — = =
997 1 102 scaffold04s PDK_30s806071 M mEgCIR384: mEECIR38A: SSR P1 m 2

q 1 102 an Qs an P1 -

Q 1 1140 arn qFne - arn P2 - -

P 1 1141 scaffold013 PDK_30s780861 PM *mEgESTO0 SA569map — - - - ]
998 1 145 M 401/9  EgAg/MTgT AFLP P1 a01 9

A 1 15 A 310/3  EAAG/MCTTAFLP c 310 3

Q 1 was an Q%POP_a - aQn P1

Q 1 1145 Q. QERa QL P1

qQ 1 1145 ar QPo3_5_a — ar P1

P 1 1ss e e PM *QFwt_c ConsMap - - - -

P 1 u PM *ER_IC  SAS568map — = = =

P F N (O Y] *Q¥%POP_1 ConsMap -~ = — =

P 1 179 NONE  NONE PM *sEgOPGPO SA569map — - — - ‘
999 1 79 scaffolds72 NONE mEgCIR339; mECIR339: SSR ¢ 193 1

P 1 1215 scaffold034 PDK_30s1147901 PM *mEgCIR08: SA569map — - - -

P 1 1215 scaffold140 NONE PM *3EgOPGPO SA569map - - - -

P 1 1 e PM *QU%PF_1C ConsMap == -

Q 1137 QL q%kFg -—  ai P2

Figura 8: Extracto de la proyeccién del mapa funcional de referencia basado en la poblacion LM2T x DA10D. Cémo
se observa en la imagen los "sacffolds" de la palmera datilera (PDK) se han podido integrar en el mapa gracias a los
diferentes marcadores secuenciados como SSRs (mEgCIR) y AFLP mostrados en la imagen. Leyenda: RN= N2 de
registro; CHR= cromosoma; POS= posicién (cM); OP SCAF= scaffold de palmera de aceite africana; PD_SCAF=
scaffold de la palmera datilera; DT= ; M- Name= nombre del marcador; MT= tipo de marcador; DES=; Pr=; Fr=:

Con la publicacién del genoma de E. guineesis Jacq. en 2013a por Singh y col., se obtuvieron las
pseudomoléculas, representantes de los 16 cromosomas de la especie, que se anclaron y se alinearon al
mapa anterior, como puede observarse en la figura 8. Por ultimo, este mapa se saturd integrando un
mapa del transcriptoma basado en marcadores cDNA-AFLP, un mapa de consenso de diferentes
cruzamientos que incluyen QTL relacionados con caracteres de productividad (Billotte y col., 2010), un
mapa de ligamiento con nuevos QTL relacionados con calidad de aceite en un poblacién de mapeo
interespecifica [(E.oleifera SA49D x E. guineensis LM2466P) x E.guineensis PO3228D] (Montoya y col.,
2013) y, por ultimo un mapa de ligamiento consensuado para un QTL relacionado con la altura de tallo
(Lee y col., 2015). En la figura 8 se muestra un ejemplo del mapa resultante con los "scaffold"s
resultantes de palmera datilera y de aceite, junto con los marcadores utilizados para anclar los primeros

"scaffolds" en el mapa de referencia de la poblacion. Esta herramienta facilita la bdsqueda de genes
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candidato ya que puede proyectarse cualquier "EST" o cDNA en estas secuencias y predecir dénde se

localizan los genes, tal y como se muestra en el esquema de la figura 9.

Mapa de ligamiento con
QTL

QTLy marcadores Marcador secuenciado
secuenciados

AA AA

“Scaffolds” de E.guineensis o pseudomoléculas del mapa secuenciado por MPOB. &4
“EST” anotados E.guineensis procedentes NCBI y otros no publicados procedentes del proyecto OPGP.A

Secuencias plblicas de E.guineensis y E. oleifera en NCBI. g4

Figura 9: Esquema del anadlisis de co-localizacion de genes candidato. La creacidon del mapa funcional de alta
densidad se realizo a partir del anclaje al mapa funcional de referencia de las "pseudomoléculas" procedentes de
secuenciacion del genoma por el MPOB, los "EST "y las secuencias publicas y no publicas procedentes del proyecto
OPGP, y por ultimo la busqueda de genes candidato con un sentido bioldgico relacionado con el QTL de interés.

3.2.2. Busqueda de Genes Candidato

Cuando un marcador se encuentra ligado a la misma posicién o proximo a un QTL de interés
puede ser un gen candidato que explica el QTL, sobre todo si este marcador es un gen con un significado
biolégico relacionado con el mismo. Asumiendo esta afirmacidn la blsqueda se realizé en las regiones
QTL de interés relacionados con los caracteres de interés agrondmico de nuestra poblacién. Se
analizaron las anotaciones de los marcadores que se encontraban a una distancia £ 1cM, minimizando
los posibles eventos recombinatorios ("Linkage drag") (Collard y Mackill, 2008). Algunos de los genes
colocalizados poseian regiones polimarficas, SNPs, por lo que fueron prioritarios en su seleccidn para su
posterior evaluacidn. Para esta blusqueda en el mapa funcional de alta densidad se utilizé un software
PHOENIX (E.Ritter, no publicado) que recoge todos los datos disponibles, publicos o no, como se

muestran en las figuras 10a y 10b.

Una vez obtenidas las secuencias, se buscé en las diferentes bases bibliograficas la literatura
relacionada con el posible gen co-localizado para referenciar su funcionalidad. A continuacién, se
buscaron posibles homologias alineando mediante BLASTn con un E-value minimo de 1e-35 contra la
libreria de Palmera de Aceite no redundante, y contra cromosomas de PD (Phoenix dactylifera) y de OP
(Oil Palm). Asi se pudo comprobar la colinealidad de las secuencias con P. dactylifera, y ademds poder
observar la posible presencia de intrones. Posteriormente las secuencias funcionales fueron analizadas

mediante el software B2GO (Conesa y col., 2005).
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Figura 10: a) Extracto del analisis de co-localizacidn en el mapa funcional de referencia a partir de los scaffolds de
palmera datilera. b) Extracto del analisis de co-localizacion en el mapa de referencia a partir de los "scaffolds" de
palmera de aceite africana. En ambas imagenes se muestran las anotaciones de los genes y marcadores que
flanquean a los diferentes QTL y sus posiciones. Los origenes de las secuencias de los genes se muestran en ambas
imagenes en diferente color. Leyenda: PAR = parental; Chr = cromosoma; POS= posicion (cM); D-Name/EST=
anotacién y/o nombre del marcador; DES= descendiente; PDK/OP scaf= "scaffold" de palmera datilera (PDK) o
palmera de aceite africana (OP); PD Annotations= anotaciones de secuencias de palmera datilera; Bourgis PD EST=
anotaciones de EST's secuenciados por Bourgis y col. (2011) de la palmera datilera; Tranberger/Bourgis OP EST's=
anotaciones de los EST secuenciados por Bourgis y col (2011) y por Tranberger y col. (); NCBI OP seq= anotaciones
de las secuencias publicadas en la péagina web de NCBI en palmera de aceite; OPGP ¢cDNA= anotaciones de las
secuencias correspondientes a las librerias de cDNA procedentes del proyecto OPGP (datos no publicos).

La configuraciéon en el analisis de este software fue en primer lugar BLASTx con e-value minimo
de 1e-30 y un maximo "Hits" o secuencias homdlogas de 20. Una vez realizado este paso y revisado las

“«

anotaciones obtenidas se procedid al “Mapping para asociar los resultados obtenidos en el
alineamiento con la terminologia ontoldgica, y por ultimo al “GO Annotation” para conocer su anotacion
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funcional, y comprobar la posible relacion, establecida mediante la bibliografia, de la funcionalidad de la

secuencia con el caracter sujeto a estudio.

3.3. Busqueda de genes candidato conocidos
Los genes candidato se obtuvieron a partir de diferentes busquedas en bases de datos como
NCBI, KEGG , patentes (WIPO -https://patentscope.wipo.int/search/en/search.jsf-, EUROPATENT -
https://www.epo.org/searching/free/espacenet.html-) o a partir de publicaciones (PUBMED o WOS)

para buscar evidencias experimentales sobre sus funciones.

Las busquedas se hicieron en base a las caracteristicas agrondmicas deseadas para el proceso
de mejora del cultivo, por lo que se relacionaron con las rutas biosintéticas de aceite, acidos grasos, o
triglicéridos, otros genes participantes en el desarrollo y crecimiento, o genes que actian como factores
de transcripcidn, entre otros. Se priorizd la busqueda en la misma especie, o género. Pero también se
buscaron genes candidato en especies modelo como Arabidopsis thaliana o relacionada genéticamente

como Phoenix dactylifera.

Estos genes clasificados como candidatos se agruparon en diferentes bases de datos, para una
mayor evaluacién de su funcionalidad. Las secuencias se analizaron con el software Blast2GO, tal y como
se describe en el apartado anterior. En estos hits se buscaron las secuencias con similitudes a Elaeis
guineensis. A continuacion se procedid a buscar las anotaciones de todas las secuencias, mediante
"Mapping" en B2GO para corroborar su funcionalidad en relacion al caracter de interés y finalmente se

procesé con "GO Annotation" y "GO Slim" este ultimo en plantas, acotando asi las funcionalidades.

Una vez obtenidos estos datos, se utilizd el software PHOENIX donde se encuentra también el
mapa de consenso utilizado, para buscar homologias mediante BLASTn en nuestras bases de datos, tal y
como se describe en el caso de la busqueda de genes co-localizados. El objetivo de estos alineamientos
es situar los genes encontrados como posibles candidatos en el mapa, y buscar los mismos en nuestra

especie.

4. RESULTADOS
4.1. Analisis deltranscriptoma mediante la técnica cDNA-AFLP

4.1.1. Obtencién de fragmentos derivados del transcriptoma
(TDF)

En cada caracter se estudiaron las familias correspondientes desarrolladas en el anexo 1
(tablal.1) mezclando los 4 genotipos caracterizados como “buenos” y los 4 “malos” para cada una de las
familias como se describe en el apartado de materiales. En la tabla 17 se muestra el resultado de los
fragmentos obtenidos derivados del transcriptoma para cada caracter. Se realizaron un total de 640
combinaciones de cebadores de amplificacion especifica, con 220 combinaciones de cebadores
diferentes, aplicando a cada caracter sujeto a estudio entre 40 y 175 combinaciones de cebadores. El

rendimiento de las combinaciones de cebadores de amplificacion especifica fue inferior a la unidad
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(106/220=0.48 TDF/CC). Del total de combinaciones, 106 presentaron bandas polimérficas, siendo los
caracteres con mayor niumero de polimorfismos CPO (17),y HT (17) en relacién al nimero del total de
combinaciones realizadas.

Tabla 17: Resultados obtenidos de fragmentos derivados del transcriptoma (TDF) para cada caracter de interés y

nimero de CC utilizados. CC Pol: comobinaciones de cebadores polimérficas; CC No Pol: combinaciones de
cebadores no polimérifcas.

Caracter BN BW CPO FW MF HT oM FN TOTAL
CC Pol 5 13 17 15 12 17 12 15 106
CC No Pol 35 37 38 47 59 46 163 109 534
Total CC 40 50 55 62 71 63 175 124 640

Estos fragmentos polimérficos se clasificaron como positivos (+) cuando estaban presentes en
todas las familias; positivo/negativo (+/-) cuando estaban presentes en todas las familias menos en
una; y, como otros cuando estaban presentes en 2 familias o menos. En la tabla 18, se presentan el
numero obtenido de los diferentes TDF en cada caracter. El caracter con mayor nimero de TDF
positivos fue HT, en el cual todos los fragmentos polimérficos estaban presentes en las cuatros familias.
Para BW y MF la mayoria de los TDF obtenidos, correspondian a las cuatro familias (6 y 9 TDF
respectivamente). En cambio, en los caracteres BN, FW, OM y FN la mayoria de sus transcriptos fueron
de la segunda categoria, es decir, estaban presentes en tres de las cuatro familias. Todas las familias,
excepto HT, presentaron polimorfismos en dos familias o menos, siendo el caracter con mayor
abundancia de estos transcriptos CPO. Los resultados correspondientes a las combinaciones de
cebadores polimoficas por cada caracter, asi como la altura en pares de bases de estos fragmentos se
muestran en el anexo 1(Tablal.2). Puede observarse que los tamafos de banda obtenidos variaron
entre 50pb y 800pb, y que las combinaciones de cebadores mas efectivas fueron A19T13 y A16T13 con 8

y 6 fragmentos, respectivamente.

Tabla 18: Clasificacidon y niumero de TDF para cada caracter

BN BW CPO FW MF HT OM FN TOTAL

TDF + 1 6 1 5 9 17 2 2 43
TDF +/- 3 5 3 8 2 0 8 9 38

TDF OTROS 1 2 13 2 1 0 2 4 25

4.1.2. Analisis de las secuencias
En total 92 amplicones fueron secuenciados y analizados para su posible utilizacién como genes
candidatos, de los que se obtuvieron 56 secuencias validas nombradas como CDA (Anexo 1; Tabla 1.2).
Para el analisis de las secuencias se utilizaron bases de datos locales obtenidas a partir de las secuencias
de los cromosomas de palmera de aceite (MPOB), y una libreria de secuencias no redundantes de

palmera de aceite con secuencias obtenidas en el proyecto OPGP a partir de una coleccién de EST's
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realizados en hoja, pulpa, meristemos y raiz de palmeras E.guineensis y E. oleifera con diferentes
origenes. También, se buscaron homologias de las secuencias mediante el software en su versién libre
B2GO, mediante el algortimo BLASTX, y anotaciones funcionales mediante GO y "Plant Slim" y asi poder

relacionar "in silico" el caracter buscado con un posible sentido bioldgico.

4.1.2.1.Bases de datos locales
Del total de los 56 transcriptos, 20 obtuvieron homologias superiores a 1e-50 en diferentes
grupos de ligamiento (GL), con un e-valor medio de 3,64e-57 (Tabla 19). Estos secuencias de expresion
diferencial se situaron en los diferentes cromosomas o grupos de ligamiento a lo largo del genoma de la
palmera de aceite, siendo el GL 12 quién presentd una presencia mas repetitiva en los fragmentos
analizados (CDA43, CDA8, CDA32, CDA44). Los caracteres donde proporcionalmente al nimero de
transcriptos obtenidos se encontraron un mayor numero de homologias fueron BN (67%) y CPO

(50%)(resultados no mostrados).

Los resultados de las homologias en la libreria de secuencias no redundantes de palmera de

aceite (Tabla 19) mostraron 8 transcriptos con un e-valor medio 2,55e-58 (no mostrado)..

Tabla 19: Resultados de la busqueda de homologias mediante Blastn en las bases de datos locales. GL: grupo de
ligamiento o cromosoma. Libreria NR: libreria de secuencias no redundantes en palmera de aceite.

NOMBRE p E- . . . E-
TRANSCRIPTO CARACTER GL valor Libreria NR Palmera de Aceite valor
8e-
CDA43 BN 12 62 -
8e-
CDAS8 BN 12 62 -
3e-
DA1 BW 7 -
C 8 71
CDA20 BW 6 0.0 -
CL1Contig5969| @ "(at3g22142 : 117.0)Codifica AE-
CDA27 BW - una proteasa inhibidora/ almacenamiento en
. s 59
semilla de la familia LTP
de-
CDA7 BW 14 144 -
CDA3 CPO 1 0.0 -
7e-
CDA4 CPO 5 124 -
2e-
CDA42 CPO 2 62 -
gi| 191204475 |gh |EY407406.1|EYA07406| NR @
Je- "(loc_os12g27096.1
CDA44 PO 12 67 : 144.0) Relacionado con un poliproteina POL de 3e-
transposon TNT 1-94 (Nicotiana tabacum) 105
CDA5 CPO 4 4E- -
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2E-
CDA9 CPO 11 1 -

2e-
CDA92 FN 1 95 -

CDA26 FW - Contig2793_S_C2f 100

7e-
CDA32 FW 12 64 -

2e-
CDA41 HT 14 5 R

4e-
CDA37 MF 3 79 -

o CL1Contig209| @ "(loc_0s09g28810.1 : 437.0)
CDA76 oM 5 5 (at1gd7500:363.0) o
Proteina union RNA 47 (RBP47C) 150

De estos transcriptos 4 presentaron homologias con anotaciones funcionales en su descripcion,
CDA27 para peso de racimo (BW), CDA44 para cantidad de aceite crudo (CPO), CDA31 para peso de
fruto (FW) y CDA76 para proporcién de aceite en el mesocarpo en relacién al tamafio del fruto (MF). El
resto de los trancsriptos pertenecian a diferentes "contigs" o fragmentos de ADN superpuestos que
forman una region de consenso (www.genome.gov) para la construccion de mapas fisicos. En este caso
los caracteres donde se obtuvieron mayor nimero de homologias fueron Fw (18%) y Bw ( 11%)

(resultados no mostrados).

4.1.2.2.Bases de datos publicas (B2GO)
El analisis mediante el software Blast2Go permitié conocer las homologias de los transcriptos
con otras especies de plantas y los procesos en los que estaban implicados mediante su anotacién con

"GO onthology" y "Plant Slim"(Tabla 20).
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Sélo se encontraron homologias funcionales para 4 de los 9 caracteres sujetos a estudio - Peso
de Racimo (BW), contenido de aceite crudo (CPO), peso medio de fruto (FW) y relacién del tamario del
mesocarpio frente al tamafio de fruto(MF). El resto de caracteres no mostraron posibles anotaciones
funcionales como en altura del tallo (HI),o en relacion de contenido de aceite frente al peso del

mesocarpo (OM), o no hubo ningun resultado mediante los algoritmos Blastx y Blastn.

Las anotaciones funcionales para estos transcriptos se clasificaron en funcién de "Gene
Ontology Cosortium" (www.geneontolgy.org), y en algunos casos pudo aplicarse "GO-SIim"
(www.geneontolgy.org) centrando el analisis en plantas, a partir de la base de datos del genoma de
Arabidopsis (Figura 11). Estos resultados se resumen en tres categorias diferentes, aunque pueden estar

relacionadas entre si, componente celular (C), proceso bioldgico (P) y funcién molecular(F).
Anotacion "GO Slim" Plantas
Anotacion GO

Blastn

B N2 de Secuencias

Blastx

rol
Figura 11: Grafico de los resultados obtenidos en B2Go mediante BLASTx y BLASTn, con un e-value inferior 1e-10.En
total se analizaron 63 amplicones de los que mostraron homologia 23 de ellos y anotacion funcional en 9 de ellos.

En el cardcter BW se encontraron 2 transcriptos (CDA13 y CDA18) que mostraba homologia
funcional en dos de las tres categorias (P y F), y ademas pudieron mapearse mediante "GO-Slim" basado
en plantas. La secuencia CDA 27 cuyo resultado fue una proteina no caracterizada para la misma especie
no se mapeo mediante GO, y el transcripto CDA6 mostré homologia cuando se aplicé el algoritmo

BLASTn con una secuencia de ARN ribosdmico en Rhabdodendron amazonicum.

El caracter CPO obtuvo como resultado 3 transcriptos con homologia (CDA4 ,CDAS5, CDA44), y
todas ellas tuvieron como resultado anotaciones funcionales. CDA 4 se caracterizé como un enzima
metiltransferasa, y CDA5 tuvo como resultado de BLASTx un gen relacionado con el enzima dimetil
triptofano sintasa en Aspergillus, el cual participa en diferentes procesos metabdlicos relacionados con
el metabolismo secundario y el de proteinas. Ademas también participa en la biosintesis de diferentes
compuestos orgdnicos ciclicos. Por otro lado CDA44 relacionado con un gen denominado gag-pop fusion

mostro posibles funciones en plantas relacionadas con la unién de compuestos.
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Tres de las secuencias pertenecientes al caracter FW (CDA22, CDA26 y CDA31) tuvieron
homologia funcional, aunque CDA 26 Unicamente como componente celular en la mitocondria, durante
el proceso de respiracién celular y CDA31 como proteina localizada en los plastidios. CDA23 obtuvo
homologia mediante BLASTn caracterizando la secuencia como una proteina de 26kda en Cucumis

sativus.

El Ultimo caracter que muestra un transcripto con homologia funcional (CDA74) es OM. El
resultado de BLASTx fue una enzima kinasa dependiente de ciclina en una especie de café (Coffea
canephora) cuyas anotaciones funcionales permiten dilucidar su participacidén por ejemplo en la divisidn

celular.
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Tabla 20: Resultados del anélisis de TDF mediante B2GO.

NOMBRE
TDF

CARACTER

DESCRIPCION

BLASTx

BLASTn

Rhabdodendron amazonicum

E-VALOR

2. BUSQUEDA Y SELECCION DE GENES CANDIDATOS

ANOTACION GO

CDA6 BW B Secuencia parcial ARN ribosémico 2,2E-55 B
26s
Parcial péptido no F:actividad catalitica; F:unidn
CDA13 BW . L. 1,6e-18
ribosémico
CDA15 BW Phoenix dactylifera 2,6E-95
genoma completo
Similar a receptor de 1E-
CDA18 BW proteina kinasa ( Rica en ' P:proceso metabdlico; F:unién; P:proceso celular
cisteina-rlk 8) 20
Proteina no 31e
CDA27 BW caracterizada
LOC101511867 g
Posible metiltransferasa o
CDA4 CPO 1,22E-23 F:actividad transferasa
pmtll
. . L P:proceso de metabolismo de proteinas; P:proceso biosintético;
CDAS CPO dimetialilo triptéfano 2,1E-20 o
F:actividad transferasa; P:proceso celular
Proteina de fusion "gag- »
CDA44 CPO . 6,3e-13 F:unién
pol
Phoenix dactylifera
CDA14 FN 1,7E-28

RNAm variante transcripta no
caracterizada loc103704827
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Subunidad beta de ATP

CDA90 FN 58E-27
sintasa
Isoforma 1 helicasa 39 L, . . . L. - .
F:unién de acidos nucléicos; F:unién de nucledtidos; F:actividad
CDA22 FW ARN"Dead-Box" ATP 2,1e-12 .
) hidrolasa
dependiente
Cucumis sativus
CDA23 FW cds completo: proteina 26 kda de 4,7€-27 B
floema
Proteina hipotética . .
CDA26 FW . . 58E-32 C:mitocondria
(mitocondria)
Proteina hipotética o
CDA31 FW 2,7E-29 C:plastidio
JCGZ_00471
Ttriphyophyllum peltatum
CDA39 HT Secuencia completa ARN 6,4E-18 B
ribosémico 26s
Proteina no
CDA34 MF . 8,3e-14 -
caracterizada
P:desarrollo post-embrionario; P:modificacién de proteinas
. . celulares process; P:morfogenésis de estructura anatdmica;
Quinasa f-1 dependiente o . )
CDA37 MF de cidli 1,7e-12 P:proceso biosintético; P: proceso metabdlico ADN; P:ciclo
e ciclina
celular; F:unién de nucledtidos; C:nucleo; C:citosol; F:actividad
kinasa; F:actividad como enzima regulador
Elaeis guineensis
CDA75 oM Variante transcripta de ARNm de 4,2E-47
proteina bifuncional de
degradacién de acido Urico
Proteina asociada a la
CDA76 oM 36E-45

senecencia
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CDA78

oM

Phoenix dactylifera
Variante transcripta no
caracterizada loc103718754

2,8E-53

CDA79

oM

Ooryza punctata

ARN ribosémico 18s, transcrito
ARN interno ribosémico
espaciador y secuencia completa
ARN ribosémico 26s

7,6E-28
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4.2. Analisis de secuencias co-localizadas

Tabla 21: Caracteres de interés sujetos a estudio, y nimero de genes identificados mediante analisis de co-
localizacidn y de genes conocidos seleccionados a partir de diferentes referencias como la busqueda de literatura
relacionada y/o patentes, y su hipotética relacion con los caracteres de interés. Aquellos genes que pueden estar
realcionados con mas de un caracter se han contado para caracter, a pesar de ser el mismo gen*..

GC GC TOTAL
CO-LOCALIZADOS CONOCIDOS*
13 2 15
) 17 1 18
PRODUCCION
PO 11 44 55
CARACTERES DE BW 6 1 7
INTERES POP 8 37 45
FW 2 28 30
COMPONENTES
I 2 8 10
PF 1 26 27
HI 21 22 43
VEGETATIVOS
OTROS 3 17 20
TOTAL 84 186 270

Los genes candidato se buscaron en las regiones préoximas a los QTL asociados con los
caracteres de interés para la poblacidn sujeta a estudio a lo largo de los 16 GL. El nimero de secuencias
denominadas como posibles genes candidatos relacionadas con los caracteres de interés relacionados
con la produccion (Anexo 3; Tabla 3.1) fueron 47 secuencias, de las cuales 13 se relacionaron con
namero de racimos (BN). En la tabla 3.1 (Anexo 3) se muestran las secuencias que estaban co-
localizadas con QTL relacionados con el caracter como QBn3_5 o QBn6_9. Estos QTL estan presentes en
los grupos de ligamiento 2, 3, 4,5, 7, 8,9, 10, 12, 13 y 15. Hay que destacar también que en el GL7 a una
altura de 48,8cM hay dos QTL's colocalizados uno relacionado con BN, QBN6_9, y otro relacionado con
Bw, QBW1t3_5. Para el peso de los racimos de fruta fresca (FFB) fueron 17 las secuencias co-localizadas
con los QTL's relacionados. Como puede revisarse en el anexo 3 (Tabla 3.1), los QTL's se encontraban en
6 de los 16 cromosomas de la especie, siendo los cromosomas 2 y 11 los que mas QTL's relacionados
tenian (QFFB3_5 y QFFB6_9). En el cromosoma 2 son 2 los QTL's relacionados con FFB a 107,1cM, vy los
genes co-localizados que se encontraron estan por encima de los mismos. En el cromosoma 6 se
detectaron dos genes candidatos que flanquean al QTL situado a 73,5cM por los dos extremos. En
relacion al contenido de aceite (PO) fueron 11 las secuencias co-localizadas. En el anexo 3 (Tabla 3.1) se
muestran los QTL's relacionados con este caracter, QPO3_5 y QPO6_9. Estos QTL's estaban presentes en
4 de los 16 grupos de ligamiento, en el GL1 se co-localizaron tres posibles genes candidatos con el QTL
situado a 92,9cM, en el GL3 se encontraron dos QTLs relacionados con el caracter, uno a 12,9cM en el

que se co-localizaron 2 genes que lo flanqueaban por ambas regiones, y otro a una distancia de 51,9cM
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con un Unico gen co-localizado. Por ultimo, el GL15, donde se situaba el QTL a una distancia de 78cM, se
co-localizaron 4 genes candidato, flanqueando 2 a 2 por su parte superior e inferior. Seis secuencias
fueron co-localizadas con peso de racimo (BW) de los cuales tres estaban co-localizados también con un
QTL de BN, dos se co-localizaron en QTL's QBwt6_9 en los GL 2 y 7 y cuyas posiciones pueden revisarse
en el la tabla 3.1(Anexo 3), y el ultimo gen se co-localizé con 4 QTl's en la misma posicion (125cM), 3 de

los cuales pertenecian a Bw y otro a FW, en el cromosoma 5.

Como puede revisarse en el anexo 3 (Tabla 3.2) los caracteres relacionados con componentes
de racimo obtuvieron 13 posibles genes candidatos, de los cuales 8 correspondieron al % de aceite
obtenido en relacién al tamafo de la pulpa (POP), los QTL relacionados en 3 de los 16 GL,
posicionandose 2 QTL's en el GL3 a una distancia del10,3cM y12,9cM. Este ultimo presentaba en la
misma posicidon otro QTL relacionado con PO, lo mismo sucede en el GL7. Los genes candidatos se
encontraban flanqueando los QTL's por ambas partes en 3 de los 4 QTL's. Siendo el QTL posicionado en
el GL7 el que presentaba los dos genes candidatos co-localizados por su parte inferior. En cuanto al
indice de iodo (IV), indicador de la calidad del aceite obtenido, fueron 3 los co-localizados también con
QTL's de diferentes GLs (GL1, GL3 y GL13). Como puede revisarse en la tabla 3.2 (Anexo 3) el QTL ql-j
situado en el GL13 se encuentra también co-localizado con un QTL relacionado con componentes
vegetativos de la planta, por lo que la funcionalidad del gen candidato KG12 puede estar relacionado
con ambos QTL y en consecuencia con sus caracteres , el cual también es un indicador de la calidad del
aceite obtenido. Dos fueron las secuencias relacionadas con el peso del fruto (FW). Estas se co-
localizaron con QTL's situados en diferentes GL, siendo el mas destacable el QTL QFwt_1 posicionado en
el GL5 (125cM) y donde se posicionaban 3 QTL's mas relacionados con QBw. y una Unica secuencia al %

de pulpa en relacién al fruto (PF).

Por utimo, el objetivo de la busqueda de los caracteres vegetativos (Anexo 3; Tabla 3.3) se
centré en el tamano del tallo de la palmera, para el cual se encontraron 21 posibles genes candidato en
diferentes QTL relacionados con el mismo como (St-Gr o Crecimiento de tallo). Estos genes candidato se
co-localizaron en QTL's presentes en 9 de los 16 grupos de ligamiento del mapa funcional, siendo el GL 2
el que posee mayor nimero de QTL's relacionados con el caracter. Como se muestra en el anexo 3;
(Tabla 3.3), en el QTL Qht_1C se co-localizaron 3 genes candidatos que flanqueaban al QTL por su parte
superior e inferior, 2 de los cuales estaban en la misma posicidon (93,8cM). En el GL2 el QTL Q-Cs-t
posicionado a 136.6cM se co-localizaron dos genes, KG166 y KG167, en la misma posicion (136,6cM).
Los genes co-localizados KG170, KG147 y KG171 flanquean al QTL QHt_d por ambas partes, con una
distancia maxima de -0,1 y 0,8cM, respectivamente. El QTL QHt_e del cromosoma 12 se co-posiciona
con otro QTL relacionado también con un caracter vegetativo qP_W_f, y del que Unicamente se
selecciona un gen candidato que lo flanquea por su parte superior. También se encontraron otras tres
secuencias relacionadas con otros caracteres vegetativos de interés, como anchura de hoja y anchura

media del peciolo.
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En total se seleccionaron 84 secuencias como posibles genes candidatos colocalizadas a una
distancia del QTL de interés de + 1 cM y con una distancia media en pares de bases de + 51519pb. En la
figura 12 se muestra el mapa con los 16GL y donde se posicionan los genes candidatos co-localizados

con los QTLs de interés.

4.2.1. Determinacién de la funcionalidad de las secuencias

Caracteres relacionados con la produccion (Anexo 4; Tabla 4.1)

Las anotaciones de las secuencias fueron confirmadas por la funcidén obtenida mediante

BLASTtx en 11 de las 13 secuencias seleccionadas.

Las funciones y procesos bioldgicos mds relevantes que se obtuvieron para BN fueron genes
candidatos que participan en el desarrollo del embriéon (KG201, TEST), diferenciacién celular y en el
proceso de reproduccion (KG204). Una de las secuencias se caracterizé también con un factor de
transcripcion MADS-Box, encargado de regular diferentes funciones en plantas, pero sobre todo en el

desarrollo floral (Adam y col., 2007).

En el caso de FFB, fueron 14 las secuencias que coincidian con la funcidn anotada, aunque en el
caso KG192, la anotacion GO fue similar para las dos. Las funciones moleculares y procesos bioldgicos en
los que participan estos genes candidatos estan relacionados en su mayoria con el metabolismo de
lipidos (KG181, KG186, KG187 y KG188). El resto de funciones y procesos se relacionan con el
metabolismo secundario (KG179), diferentes procesos enzimaticos y de unién (KG183, KG184, KG185,
KG186, KG194, KG195), y procesos en los que participan acidos nucleicos (KG189, KG192).

Para PO las anotaciones de las secuencias coincidian con las funciones obtenidas en
E.guineensis Jacq. mediante blastx en 9 de las 11 secuencias calificadas como posibles genes candidatos.
Los dos genes candidatos para los que las anotaciones de las secuencias que no coincidian fueron KG257
y KG261, pero para KG257 las anotaciones GO si correspondian con la funién previa detectada en la
anotacién de la secuencia, caracterizada como un transportador de lipidos en su anotacidn inicial. Los
genes candidatos (KG256, KG257, KG258, KG260) mostraron funciones relacionadas con el metabolismo
de lipidos en las anotaciones GO vy el resto se caracterizaron también en procesos enzimaticos y de
unién (KG262, KG263 y KG264), y por ultimo, KG258 cumple una funcidén como factor de transcripcion y

en la unién de ADN.

BW fue el Ultimo caracter para el que se buscaron secuencias co-localizadas en el mapa
integrado. Las anotaciones de los posibles genes candidatos coinciden en todos los casos con las
funciones obtenidas en BLASTn en la especie. Las funciones moleculares y los diferentes procesos
bioldgicos encontrados mediante anotaciones GO en plantas reflejaron que estos genes candidatos
participan en el metabolismo de carbohidratos (KG140 y KG143), en la transduccion de sefiales (KG142)

y en diferentes procesos de union de proteinas, entre otros (KG141 y KG146).
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Figura 12: Imagen de los GC co-localizados en los diferentes grupos de ligamiento junto con sus QTLs. El color azul muestra el nombre de los genes candidatos relacionados con los caracteres
de produccion y su posicién en cM. En negrita se muestra el nombre del QTL y su posicion. El color verde muestra el nombre de los genes candidatos relacionados con componentes de racimo
Y su posicién en cM. En negrita verde muestra el nombre del QTL y su posicion. En color rojo se muestran los nombres de los genes candidatos relacionados con caracteres vegetativos y su

posicién en cM. El negrita rojo se muestran el nombre de los QTL y su posicién.
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Caracteres relacionados con componentes de racimo (Anexo 4; Tabla 4.2)

En el caracter POP todas las anotaciones previas de las secuencias seleccionadas como posibles
genes candidatos coincidian con el andlisis en BLASTn de las funciones para las que estaban
caracterizadas. Las anotaciones mediante "Go Ontology" mostraron la participacién de estos genes en
diferentes procesos metabdlicos relacionados con lipidos y carbohidratos (KG222), afianzaron la
presencia de un factor de transcripcion MADS BOX cuya importancia se ha destacado anteriormente
(KG223). KG224 y KG225 presentan funciones enzimaticas y reguladoras, y por ultimo KG226 parece
participar en la generacién de precursores de algunos metabolitos y de energia, asi como también en
procesos fotosintéticos. KG220 y KG221 no obtuvieron resultados para las anotaciones GO, pero la
bibliografia encontrada parece referenciar para el primero de ellos una funcion reguladora (Wirtz y col.,
2004) y para el segundo de ellos la bibliografia confirma su participacién como enzima reguladora la

glucolisis, y participante en el metabolismo primario de las plantas (Nielsen y col.,2004).

Las secuencias co-localizadas préximas a un QTL para peso del fruto (FW)y seleccionadas como
posibles genes candidatos coincidieron en uno de los dos casos la anotacion de la secuencia con la
funcién obtenida mediante BLASTx y fue en KG146. Para KG11 las anotaciones fueron diferentes, pero
ambas mostraron que participaban en algin proceso relacionado con el ARN. Esto ultimo fue
confirmado por las anotaciones procedentes de GO. KG146 participa en la regulacion de la transcripcidon

y en la replicacién del ADN.

De los dos genes candidatos seleccionados para IV, uno de ellos (KG12) mostraba una proteina
no caracterizada en E.guineensis, aunque la anotacién GO la caracteriz6 como participante en un
proceso metabdlico y actividad enzimatica. En el caso de KG135, las anotaciones fueron coincidentes, y

GO mostré que forman parte del metabolismo secundario de las plantas.

El dltimo gen candidato seleccionado para el caracter relacionado con el tamafio de la pulpa
con respecto al fruto (PF) fue KG138. La anotacion de la secuencia como proteina adiposa regulatoria no
coincidié con el resultado de BLASTtx, que correspondia a una proteina no caracterizada en la especie.
Por ello se lanzd contra todas las especies, y se obtuvo como resultado la misma proteina para

Medicago trunculata con un E-value le-75.

Caracteres relacionados con componentes vegetativos (Anexo 4; Tabla 4.3)

En este grupo los colocalizados se buscaron principalmente en QTL relacionados con la altura
del tallo, ya que uno de los objetivos es encontrar palmeras con menor altura para facilitar la
recoleccién de los frutos. Los QTL relacionados con el tallo son Ht y StGr. De las 21 secuencias
seleccionadas como posibles genes candidatos, sélo KG161 no coincide la anotacidn de la secuencia con
la funcidn obtenida mediante BLASTx en la misma especie. Se realizaron BLASTn y BLASTx contra el resto
de especies mostrando el mismo resultado que para E. guineensis ,por lo que se acepto esta funcién

como valida, y no la anotacion inicial. Hay que destacar que tanto KG161 y KG162 no obtuvieron ningtn
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resultado con anotacion GO por lo que la seleccién de la secuencia como posible GC se basa,

Unicamente, en las referencias bibliograficas.

Las funciones reveladas por las anotaciones procedentes de GO estuvieron relacionadas con la
fotosintesis (KG170), con genes relacionados con precursores de metabolitos y energia (KG165),
metabolismo de carbohidratos (KG163, KG168, KG145), participacién en el metabolismo secundario y
ademds con actividad catabdlica (KG173 y KG174). KG164 participa en el desarrollo de organismos
multicelulares, y el resto de las secuencias seleccionadas participan de en reacciones enzimaticas y de

unién como KG166, KG169, KG172 o como reguladores de la expresidon génica (KG178).

4.3. Genes candidatos conocidos
El uso de la literatura, diferentes rutas biosintéticas y patentes publicas permitié seleccionar
119 posibles genes candidatos de diferentes especies como E.guinnensis, E.oleifera, A. thaliana,
V.vinifera, J.Curcas y O.europeae, entre otras (Tabla 21). Estos genes candidato se relacionaron y
agruparon con los caracteres de interés para la poblacion de estudio en palmera de aceite mediante un
BLASTx en Elaeis guineensis, y su posterior anotacion con "Gene Onthology" en B2GO, dilucidando asi su

hipotética participacion en el caracter de interés o caracteres de interés

En la tabla 22 se muestran algunos ejemplos de los genes seleccionados como candidatos .El
gen candidato (P4) implicado en aumento de rendimiento se encontré en una patente publicada en
2006 por Reuzeau y col. Se relaciond con los caracteres de produccidon BN y FFB, y con los componentes
FN y FW. Las patentes P39 (Puzio y col., 2008), P58 (Abdullah y Kulaveerasingam,2002) y KG269 (Sanz
Molinero y col., 2009) relacionadas con la biomasa de la planta se relacionaron con caracteres de
componentes vegetativos clasificados como otros. En este grupo de otros se englobaron también los
genes implicados en el desarrollo, crecimiento, fotosintesis y/o en respuesta a estrés. El enzima serina
carboxipeptidasa (KG118) participante en el metabolismo secundario y un factor de transcripcion
relacionado con la sintesis de etileno (KG243) también se incluyeron en este grupo. Los genes
candidatos que eran factores de transcripcion MADS-Box, relacionados con el desarrollo floral, y
aquellos implicados en el desarrollo del fruto se relacionaron con los caracteres relacionados con
componentes FN y FW. Con el componente vegetativo HI se relacionaron todos aquellos genes que
estaban relacionados con la elongacion del tallo. Por ultimo, los genes candidatos implicados en el
metabolismo de lipidos (50) se relacionaron con el caracter de produccién PO y en su clasificaciéon de
componentes con POP y/o |. Estos caracteres tambien fueron relacionados con KG275 -"Oleosin"-
relacionado con la acumulacién de aceite en la semilla y KG290 una proteina relacionada con la

produccion de aceite.

Algunos de estos genes candidatos se seleccionaron gracias a la publicacién del genoma de la
especie por Singh y col. en 20133, y a la siguente aparicion de publicaciones relacionadas con genes de

interés para la especie en cuanto a su calidad y rendimiento. Estos genes son KG120, Shell (Singh y col.
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2013b), KG271, Vir (Singh y col. 2014), KG210, Lipasa (Morcillo y col. 2013) y KG233 y KG234, Asparagina

sintasa (Lee y col. 2015).

El resto de genes seleccionados como candidatos se muestran en el anexo 5, junto con sus
posibles funciones, homologias y referencias bibliograficas. Entre las funciones moleculares detectadas
(Figura 13) fueron mayoritarias las funciones relacionadas con la unién de compuestos heterociclicos, de
proteinas y de lipidos. También fueron relevantes las funciones de enzimas transferasas y factores de
transcripcion. En cuanto a los procesos bioldgicos (Figura 14) donde participan los procesos relacionados

con diferentes metabolismos y procesos celulares son los mas abundantes.

64



2. BUSQUEDA Y SELECCION DE GENES CANDIDATOS

Tabla 22: Algunos de los genes seleccionados como candidatos a partir de bibliografia, rutas biosintéticas relacionadas con el metabolismo de lipidos, y patentes. Nombre CG: sefiala el nombre
dado al gen cadidato; Caracter: indica con el caracter con el que se ha relacionado; Especie: la especie de origen donde se ha detectado; Secuencia; sefala el cédigo del NCBI para acceder a la
secuencia de origen; Referencia bibliografica: muestra de dénde sa ha obtenido la informacidn del gen candidato; Funcion: la funcion descrita del gen candidato; Blastx: muestra la homologia
obtenida en E.guineensis mediante este algoritmo y el E-valor correspondiente; Ontologia GO: muestra los resultados obtenidos con respecto a la participacion del gen candidato en procsesos
biolégicos, funciones moleculares y donde se encuentran a nivel celular.

NOMBRE | CARACTER REFERENCIA

(c]

RELACIONADO

ESPECIE

SECUENCIA

BIBLIOGRAFICA

FUNCION

BLASTx

E-VALOR

ONTOLOGIA GO

C:Nucleo; F:Union ADN;
F:Actividad factor de
transcripcion, union de
secuencias especificas de
Patente Factor de NP_001290521.1 ADN; F:Unioén de proteinas;
P4 Bn, FFB, FN,FW | CI9€5S 1 hegoanas EP2199398 transcripcion factor de 3,0e-138 | F-Desarrollofloral;
guineensis Reuzeau.y MADS BOX transcripcion P:Diferenciacion celular;
col.,2010 MADS-box 14 P:Proceso biosintético;
P:Proceso metabdlico
compuesto por una
nucleobase
C:Nucleo; F:Unidn ADN;
P:Proceso biosintético;
W02008034648 !
Elaei: , ABB72845.1 NAC P:P tabdli
P39 OTROS aels | rB787669 (A1) Puzio Piotr | Proteina 1 NAC ) 0,0E+00 roceso metabolico
guineensis protein 1 compuesto por una
y col. 2008)
nucleobase
P:Proceso metabdlico de
Patente XP_010918615.1 proteinas; C:Citosol;
KG118 | OTROS Jatropha | 500059 EP 2615174 serina Serina 3,0E-76 | C:Vacuola; F:Actividad
curcas Sanz y Reuzeau, Carboxipeptidasa . . .
carboxipeptidasa Hidrolasa
2013
Arabidopsis Singh Factor de CAE46181.1 Factor P:Morfogenésis de la
KG120 FW,SH thalianap NM_001203767.1 coIgZO\{_%b transcripcion de transcripcidn 2,0E-30 estructura anatomica;
’ MADS BOX MADS-box P:Proceso biosintético;
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AGAMOVUS [Elaeis
guineensis]

P:Proceso metabdlico
compuesto por una
nucleobase; P:Transportador;
P:Polinizacion; F:Union de
Nucleétidos; C:Nucleo;
F:Unién ADN; P:Respuesta a
estimulos bidticos;
F:Actividad factor de
transcripcidn, union de
secuencias especificas de
ADN; F:Unidn de proteinas;
P:Respuesta a estimulos
externos; P:Desarrollo floral;
P:Organizacidon de
componentes celulares;
P:Diferenciacion celular;
P:Crecimiento celular;
F:Actividad Hidrolasa

XP_010917338.1

P:Proceso Metabolismo de
Lipidos; F:Actividad

PREDICTED:
Elaei Morecill I Hidrol P:P
KG210 GelS | IX556215;HF562332 | o'oY €O Lipasa uncharacterized | 0,0E400 | Hidrolasa//P:Proceso
guineensis 2013 . Metabolismo de Lipidos;
protein F:Actividad Hidrolasa
LOC105041961 ’
C:Nlcleo; P:Respuesta a
estimulos bidticos;
P:Respuesta a estimulos
Elaeis Proteina XP_010940408.1 abidticos; P:Respuesta a
KG233 HI . . AY556420 Leey col. 2015 Asaparagina Proteina tallo 0,0E+00 | estimulos externos;
guineensis . s L =
sintasa especifica TSJT1 P:Transduccién de sefiales;

P:Proceso metabdlico;
C:Citosol; C:Membrana
plasmatica; P:Respuesta a
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estrés
Promotor
Elaeis Proteinas
KG234 HI . . AY556423 Leey col. 2015 . _
guineensis Asparagina
sintasa
P:Respuesta a estimulos
bidticos; P:Proceso
metabdlico de proteinas;
XP_010909152.1 P:Respuesta a estimulos
Elaeis Preedakoon EIN3 (Ethylene PREDICTED: abidticos; P:Respuesta a
KG243 OTROS guineensis EgEBF* 2009 ! insensitive) Unién | coronatine- 0,0E+00 | estimulos externos;
factor as F-box insensitive protein P:Transduccion de sefiales;
1 P:Desarrollo floral; P:Proceso
catabdlico; P:Respuesta a
estimulos enddgenos;
P:Respuesta a estrés
XP_010931211.1
KG271 | FW,FN Elaes KI789862 Singh y col.2014 | SeN virescens Factor de 2,0E-95 | F:Unién ADN
! guineensis ) R2R3-MYB transcripcién ! ’
MYB75
KG275 POP, PO E/qeis ' XM_010935827 NCBI- N Oleosin XP_0109341?9.1 4,0E-117 C:Membrana; C:Intracelular
guineensis Nucledtidos 16 kDaOleosin
P:Proceso metabdlico de
proteinas; P:cellular
homeostasis; C:Reticulo
endoplasmatico; C:Vacuola;
. opscl12 protein | AAO26314.1 C:Plastidioio; P:Respuesta a
KG290 | PO, POP Elaeis | avigaies NeBl- disulphide protein disulphide | 0,0E+00 | S5tTeS PiRespuestaa
guineensis Nucledtidos . . . estimulos bidticos;
isomerase isomerase, partial

P:Respuesta a estimulos
abidticos; P:Respuesta a
estimulos externos;
C:Membrana; F:Actividad
Transferasa
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BGO:0036094 Pequefiamoléculade unidn

WG0:0097159 Compuesto organico ciclica de unidn

W E0:0003700 Factor de transcripcion, union de
sequenciasespecificas de ADN

WG0:0016740 Actividad transferasa

WG0:0004871 Actividad transduccion de sefiales

WGE0 0004872 Actividad receptora

WGO:0016787 Actividad hidrolasa

WE0:1901363 Unidn de compuestos heterociclicos

G0:0005515 Unidn de proteinas

WE0:0008289 Unidn de lipides

Figura 13: Grafico de las Funciones moleculares de los genes candidatos seleccionados. GO: cédigo de la ontologia.
El nimero de secuencias obtenidas de cada ontologia se muestran en el grafico.

W GO:0051179 Localizacian

W GO:0071840 Biogenesis

M 60:00230525¢edalizacidn

B GO:0051704 Proceso de varios organismos
B G0:0009987 Proceso celular

M GO'0032502 Proceso de desarrollo

W G0:0044599 Procesa de un dnico organisma
W GO:0003152 Proceso metabdlico
600065007 Re gulacion biolsgica

W G00022414 Procesosreproductive

B GO0050896 Respuestaa estimulos

W G0:0040007 Crecimiento

600032501 Proceso de organismos multicelulares

1 GO:0000003 Reproduccian

Figura 14: Grafico de los procesos bioldgicos donde estan implicados los genes candidatos seleccionados.GO: codigo
de la ontologia. El nimero de secuencia obtenidas para cada ontologia se encuentra en el gréfico.
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5. DISCUSION

Abordar el mapeo por asociacion mediante genes candidatos puede convertirse en una tarea
ardua y compleja, sobre todo cuando los caracteres estudiados son poligénicos. Esta estrategia es
factible para caracteres morfoldgicos, de crecimiento y genes relacionados con resistencias como se ha
demostrado en numerosos estudios (Ingvarsson y Street, 2011). Esto justifica la seleccidon de los
caracteres para el desarrollo de esta tesis doctoral, ya que pueden ser susceptibles de una asociacidn
genotipo- fenotipo. En la actualidad, en palmera de aceite africana no hay estudios en los que se aborde
el mapeo por asociacidon mediante la estrategia de genes candidatos, y los caracteres estudiados para la
seleccion y mejora del cultivo en esta tesis se han abordado desde el mapeo de QTL tratando de
identificar las regiones involucradas en estos procesos (Lee M. 2015, Montoya y col. 2013, Billote y col.

2010, Singh y col. 2009, entre otros).

Estos caracteres se centran en la mejora del rendimiento y la productividad de la palmera de
aceite africana, y son el objetivo principal del proceso de mejora del cultivo. El rendimiento de aceite
esta formado por dos componentes principales que son: 1. el rendimiento del racimo, caracterizado por
el nimero de racimos (BN) y el peso medio del racimo (BW), y 2. la relacién entre aceite/racimo que
depende a su vez del nimero de frutos/racimo (FN), de la relacidn entre el porcentaje en peso del
mesocarpio/porcentaje en peso del fruto (MF), y de la relacion entre el volumen de aceite del
mesocarpio y el peso del mesocarpio(OM)(Ngando-Ebongue y col., 2012). También se incluye un
caracter vegetativo de importancia como es la altura de tallo (HI), ya que las palmeras de la especie
E.guineensis pueden alcanzar los 25 metros de altura, dificultando la identificacién del grado de
madurez de los frutos, y su recoleccién. Ademas, se incluyo también el indice de iodo (IV) como
indicador de calidad del aceite obtenido, buscando un mayor contenido de acidos grasos insaturados.
Estos caracteres variaran en funcion de las subpoblaciones a la que pertenezcan los individuos (Ngando
Ebongue y col.,2012), nuestro material es Tenera pero sus parentales pertenecen a diferentes
subpoblaciones (Tablal) y el grado de heredabilidad es diferente en cada caracter como asi lo han
demostrado numerosos estudios (Rafii y col., 2002; Musa y col., 2004; Okoye y col., 2009; Okwuagwu y
col., 1995, 2008), siendo los componentes principales del caracter FFB formado por BN y BW los que

menos heredabilidad muestran.

La eleccidon de los genes candidatos en el presente capitulo se realizd mediante tres
metodologias diferentes para poder identificar un mayor ndimero de marcadores moleculares
funcionales después de su genotipado y busqueda de haplotipos, tal y como se desarrollara en el

siguiente capitulo.

5.1. Deteccidon de genes candidatos mediante BSA cDNA AFLP
La técnica combinada BSA cDNA-AFLP permite identificar regiones que diferencian a nivel de
genotipo un grupo de individuos de otros, y con un nimero relativamente bajo de falsos positivos (Yao y

col., 2007). Estos conjuntos de individuos se fenotiparon durante 15 afios para estos caracteres
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agronémicos y se calificaron como favorables o no. Mediante esta técnica se obtuvieron diferentes
patrones de expresion en hoja para estos caracteres. En el momento de realizar esta técnica el genoma
de la palmera no estaba secuenciado y el conocimiento de secuencias previas era limitado. Esta técnica
aportaba rapidez, ya que no necesita que los fragmentos sean clonados como en el caso de creacion de
librerias de ADNc (Adams y col., 1991; Okubo y col., 1992) y reproducibilidad en los resultados (Polesani
y col., 2008). Aunque la técnica es sensible al nimero de fragmentos detectados por cada combinacion

de cebadores lo que depende del grado de heterocigosis de la especie de estudio (Herrero, 2013).

En esta tesis se realizaron en total 220 combinaciones de cebadores diferentes de las que se
obtuvieron 106 TDF en total de los diferentes caracteres. EIl nimero de TDF obtenido por combinacién
de cebadores es inferior a la unidad (0.48TDF/CC). Este rendimiento es inferior al obtenido en otros
estudios donde esta técnica se ha aplicado. Cao y col. en 2013 obtuvieron un rendimiento de
50.5TDF/CC en hojas de arroz sometidas a diferentes estreses térmicos, o el estudio realizado por Gupta
y col. (2012) para conocer los diferentes genes implicados en el proceso de biosintesis y acumulacién de
flavonoides en diferentes estadios de desarrollo de semillas de dos especies diferentes de Fagopyrum
los cudles obtuvieron un rendimiento de 7TDF/CC. En cambio, en otros estudios el rendimiento fue
similar como en el caso de la busqueda de genes relacionados con la tolerancia al frio en hojas y raices
de garbanzo (Dinari y col., 2013) o el estudio llevado a cabo por Yin y col. en 2010 para identificar los
genes que participan en la resistencia al hongo Puccinia graminis en trigo. Los estudios mas recientes en
palmera de aceite donde se aplicd esta técnica obtuvieron un rendimiento entre 1-2 TDF/CC, en su
mayoria. Roberdi y col. (2015) obtuvo un rendimiento de 1,25TDF/CC cuando aplicé esta técnica para
descubrir los genes implicados en un fendmeno que ocurre cuando la planta estd sometida a un déficit
hidrico en los racimos de frutos conocido como "hard bunch" , afectando a la productividad y al
rendimiento del cultivo y cuyos patrones de expresidon eran hasta ahora desconocidos. También se ha
aplicado para conocer los genes que pudieran estar implicados durante la embriogenésis somatica en
cultivos "in vitro" y cuyo rendimiento en el numero de transcriptos fue 1,25TDF/CC (Pattarapimol y col.,

2015).

Este bajo nimero de polimorfismos en nuestros genotipos puede ser debido a que nuestras
muestras proceden de programas de mejoramiento con cruzamientos dirigidos, y a que el 80% de las
secuencias son repetitivas. Este hecho unido al origen inicial Unico de la especie hace que la
heterocigosis disminuya, a favor de conseguir buenos caracteres de interés agronémico mediante la
fijacidon de alelos favorables. Por otro lado, con la disponibilidad de la secuencia completa del genoma
de Elaeis guineensis, podria optimizarse el proceso mediante una simulacién "in silico" de la técnica
cDNA-AFLP (Stolting y col., 2009) para seleccionar combinaciones de cebadores que muestren mayor

nivel de transcriptos previamente, ahorrando en tiempo y costes de laboratorio.

5.1.1. Andlisis de los fragmentos de expresién diferencial

En este estudio se identificaron un total de 56 transcriptos diferenciales relacionados con los 8

caracteres de interés agrondmico que se expresaban en las hojas de las familias de estudio. Cémo se ha
70



2. BUSQUEDA Y SELECCION DE GENES CANDIDATOS

explicado al inicio de esta discusion, estos caracteres estdn implicados en el rendimiento y la
productividad de la palmera en relacidn a su valor econédmico. La productividad depende de diversos
factores como el material de siembra, donde se aprecia la influencia del genotipo del individuo, las
necesidades agrondmicas del cultivo, la actividad fotosintética y las condiciones climaticas estacionales
(Hanniff, 2000). Estos caracteres poligénicos influiran sobre la capacidad de adaptacién del cultivo desde
el punto de vista fisiolégico a los diferentes situaciones que se muestren, de ahi la importancia de

descubrir los posibles genes implicados directa o indirectamente en estos procesos.

El andlisis bioinformatico de de los transcriptos mediante La busqueda de homologias con la
base de datos locales y la base de datos de EST's de E.guineensis y E. oleifera publicos en NCBI mediante
el algoritmo BLASTN, junto con la utilizacién del software B2GO permitieron la caracterizacién funcional
de los los transcriptos (Conesa y Gotz, 2008). Las anotaciones obtenidas en GO muestran los resultados
en relacidn al proceso bioldgico donde participa, su funcién molecular y el dénde se localiza a nivel
celular. Esto junto con la bibliografia relacionada es una herramienta util para buscar el sentido
biolégico a cada transcripto. Los resultado mostraron 9 TDF que pudieran estar implicados

positivamente en 6 de los 8 caracteres.

El caracter BN o nimero de racimos por afio esta influenciado por numerosos factores como
puede ser la proporcion de flores femeninas del total, el nimero de inflorescencias abortadas y defectos
en la formacién del mesocarpio, ademas de factores medioambientales (Kallarackal y col., 2004; Henson
y Harun, 2005). Por lo que los genes participantes en los factores implicados de estos procesos
fisioldgicos son susceptibles de ser seleccionados como genes candidatos. Este caracter es altamente
heredable (Meunier y col., 1970), y puede correlacionarse con el rendimiento de aceite (Okoye y col.,
2009). Ninguno de los dos transcriptos obtenidos CDA8 Y CDA43 en las familias calificadas como
"buenas" para el caracter arrojaron anotaciones funcionales. Aunque ambos se localizaron en el
cromosoma 12 y mostraron homologia con un EST publico (EL685771.1) procedente de una libreria

relacionada con flores maduras en palmera de aceite publicado por Ho y col. en 2007.

El peso medio de racimo o BW depende del peso de cada fruto, y de cada fruto junto con su
pequeiio tallo. Este peso aumenta con la edad de la palmera y depende también de los asimilados de
carbono por parte del fruto, y cuya eficiencia de conversion depende ademds de los factores
medioambientales, de la variacién genética existente en cada individuo. El transcripto CDA27 aparece
Unicamente en las familias calificadas como "buenas" fenotipicamente para el caracter y aunque el
mejor resultado de BLASTx muestra una proteina no caracterizada en garbanzo, la comparacién con las
bases de datos locales muestra homologia con un "contig" cuya anotacién hace referencia a una
proteina relacionada con el almacenamiento en la semilla y el transporte de lipidos en Arabidopsis
thaliana (AT3G22142)(www.arabidopsis.org). Estas proteinas denomidas LTP,- "lipid-transfer protein"
estan en las plantas superiores en altas concentraciones y sus funciones se relacionan con la formacién
de las membranas celulares, la regulacidn de los acidos grasos, la formacion de cutinas presentes en las

cuticulas de las plantas y compuestas por acidos grasos de cadena larga, la embriogenésis y por ultimo
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con los mecanismos de defensa ante situaciones de estrés abidtico y bidtico (Kader, 1996; Jouannic y
col., 2005; Safi y col., 2015). En relacién a los mecanismos de defensa Al-Obaidi y col. (2013)
caracterizaron en palmera de aceite una LPT responsable de la defensa de la planta contra la
enfermedad causada por el hongo Ganoderma boninensi durante la infeccion. También se han
caracterizado dos EST's durante los procesos de callogenesis y embriogenesis en cultivos in vitro (Low y
col., 2008). Como puede participar en el desarrollo de la semillas y en la acumulacién de lipidos en su

interior puede estar implicado en el caracter, y seleccionarse como gen candidato.

Los caracteres FN y FW son componentes de racimo, y se correlacionan negativamente de
manera que un mayor numero de frutos en el racimo disminuye el peso medio de fruto del racimo
(Corley y Tinker, 2003). El nimero de frutos se relaciona con el nimero de inflorescencias que se han
transformado en fruto, por lo que es importante en este aspecto una polinizacion eficiente de las
inflorescencias femeninas (Corley y Tinker, 2003).En el caracter FN se detectd el transcripto CDA90 en 3
de los 4 familias calificadas como "buenas" fenotipicamente que presento homologia con un EST
presente en el mesocarpo de E.oleifera y cuya descripcion funcional hace referencia a la subunidad beta
de una enzima ATP (adenosin trifosfato) sintasa. En Elaeis guineensis Low y col.(2008) encontraron 22
EST con esta funcidn en tejido embrionario en su estudio de identificacién de genes durante la
callogenesis y embriogenesis en la propagacion vegetativa de la planta. Las enzimas ATP sintasas
trabajan bidireccionalmente, bien catalizando la sintesis de ATP o bien su degradacion, y lo combinan
con el transporte de electrones de un lado a otro de la membrana (Seelert y col., 2000). Estan formadas
por dos subunidades cataliticas FO y F1, y es en esta subunidad donde se localizan las subunidades beta
gue participan en la catalisis de ATP. El ATP es la primera fuente de energia procedente de la fotosintesis
en plantas y de ella dependera los asimilados de carbono de la planta, y en consecuencia el crecimiento

y desarrollo de la planta en todos los niveles influyendo potencialmente sobre FN.

Para el caracter FW, el transcripto CDA22 obtenido en todos los fenotipos calificados como
"buenos" fue homdlogo con un helicasa de ARN con caja "DEAD" dependiente de ATP. Esta subfamilia
de enzimas es la mayor de la familia de las ARN helicasas que participan en la mayoria de las etapas del
metabolismo de ARN como en el inicio de la traduccién, en la union de ARN mensajero, y en el
ensamblaje del ribosoma, entre otros (Aubourg y col., 1999; Cordin y col., 2006) por lo que se asocia con
numerosas funciones celulares que incluyen el crecimiento y desarrollo de la planta, y parece que
también en respuestas a estrés abidtico (Aubourg y col., 19998; Gong y col., 2005; Zhu y col.2015). En
palmera de aceite africana un estudio publicado por Ho y col. en 2015 aparece este transcripto
Unicamente en las inflorescencias masculinas durante el desarrollo floral, pero esto no descarta también
su participacion en el desarrollo y maduracion del fruto como lo afirman algunos estudios de otras
especies de cultivos como la manzana (Janssen y col., 2008), el tomate (Zegzouti y col., 1999) o en la
pera donde este grupo de enzimas parecen estar presente durante todo el desarrollo del fruto aunque
con diferente intensidad en cada etapa (Xie y col., 2013). CDA23 fue otro transcripto obtenido en todas

las familias caracterizadas como "buenas" fenotipicamente que obtuvo homologia funcional con una
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proteina del floema (PP2) cuya anotacion ontoldgica describe su proceso funcional como unién de
carbohidratos. Estas proteinas son conocidas como proteinas P y se localizan en el floema, tejido
responsable del transporte de nutrientes y fotoasimilados en la planta a través de la savia, aunque
también lleva numerosas moléculas estructurales y de informacién como proteinas y ARNm (Dinant y
col., 2003) . En la palmera de aceite africana la savia del floema transporta los azlcares para el
desarrollo de los racimos de frutos (Corley y Tinker, 2003). Este mecanismo de transporte permite la
comunicacion entre los diferentes érganos de la planta, y existe evidencia indirecta de que los eventos
que ocurren en el floema pueden controlar la fisiologia y desarrollo de la planta (Ruiz-Medrano y col.,
2001). La proteina PP2 se transloca en el flujo de asimilados ejerciendo como lectina, cuya principal
funcidn se cree es la defensa de la planta frente a los ataques por insectos (Kehr, 2006), u otros factores
de estrés como heridas o factores oxidativos ( Zhang y col., 2011), pero ademas tiene capacidad para
unirse al ARN (Gomez y col., 2005), y sus efectos pueden verse en otros tejidos de la planta debido a su
capacidad de movimiento a través de la savia. La mayoria de las investigaciones sobre la funcionalidad
de esta proteina se ha realizado en el género de las curcubitaceas y en A. thaliana, aunque se sabe que
estan presentes en la mayoria de las angiospermas, y en algunas ginnospermas (Dinant y col,. 2003). En
nuestra especie no se ha publicado hasta le fecha ningun estudio sobre la funcionalidad de esta proteina
ni su posible relacion con el fruto. Debido a su participacidn en el transporte de asimilados y de ARN se
puede incluir como un posible gen candidato relacionado con el peso del fruto. El transcripto CDA26
presente también en todos las familias cuyos fenotipos fueron "buenos" es homadlogo con una proteina
desconocida que se localiza en la mitocondria. Este transcripto fue homdlogo con el contig
M01000001578 obtenido por Bourgis y col. (2011) en el estudio donde se realizd un analisis
comparativo del transcriptoma y perfil de metabolitos entre la palmera de aceite africana y la palmera
datilera en el mesocarpo en diferentes estadios en relacidn a la particion del carbono. Este contig se
anoté como homdlogo funcional con una secuencia de A. thaliana (TAIR: AT4G21980) cuya funciéon se
relaciona con un precursor de una proteina relacionada con el mecanismo de autofagia celular, proceso
importante en el reciclado de nutrientes por la célula sobre todo durante la senescencia y en
condiciones de crecimiento con déficit de carbono y nitrégeno (Thompson y Vierstra, 2005). Los
estudios muestran esta proteina como participante de la senescencia de la hoja, y en A.thaliana se ha
demostrado que los genotipos mutantes de esta proteina presentan una senescencia temprana de la
hoja, por lo que parece que la autofagia tiene un papel determinante en la longevidad de la hoja (Avila-
Ospina y col., 2014). Gracias a este mecanismo los componentes celulares como proteinas, lipidos y
acidos nucleicos se degradan y se movilizan hacia otras partes de la planta cuando las hojas se mueren
(Shpilka y col., 2011). También parece que participan en la degradacién de azucares acumulados durante
el dia en los cloroplastos que durante la noche se exportan al citosol para asegurar un aporte dptimo de
carbono que permita el crecimiento y desarrollo de la planta (Wang y col.,, 2013). Por tanto, este
transcripto puede ser un posible gen candidato que aunque no muestra una relacién aparente con el
fruto, si lo hace con las hojas de donde se ha obtenido el ARN y puede que esté relacionado de manera

indirecta en el fruto.
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El caracter CPO o aceite de palma crudo se define como el volumen de aceite extraido del
mesocarpio del fruto en toneladas/hectdrea de plantacion. Se estima que el valor medio de rendimiento
estad entre 4,1 y 18 ton/ha (Lee y col., 2015). Un factor determinante para este cardcter es el tipo de
fruto presente en la poblacidn, controlado por el gen de herencia co-dominante relacionado con el
grosor de la cascara o SH. Nuestro estudio se centra en una poblacién de variedad Tenera (SHsh) por lo
que esté cardcter presentara un rendimiento del 30% de media superior a las variedades cuyo fruto son
Dura (SHSH) (Corley y Tinker, 2003). Por otro lado, las plantas acumulan aceite en diferentes tejidos de
la semilla y el fruto, aunque también se acumula en hojas y tallos (Lersten y col., 2006; Durret y col.,
2008;). El proceso de desarrollo y maduracién del fruto, cuyas fases claves dependen de las
caracteristicas morfoldgicas, ceulares, bioquimicas y hormonales, influenciard sobre el caracter CPO y se
implicaran otros caracteres como OM, IV Y MF. Ya que es durante la maduracion del fruto, entre las 12 y
las 24 semanas después de la polinizacidn, cuando comienza la sintesis y elongacién de los acidos grasos
para formar los triacilgliceroles y continuar con la biosintesis de aceite (Bates y col., 2009; Baud y
Lepiniec, 2010). Los resultados obtenidos para este caracter estaban relacionados con los fenotipos
"malos", y estos TDF obtenidos pueden mostrar la presencia de un alelo de un gen candidato que influye
negativamente en el caracter ya que los fragmentos de expresion diferencial son debidos a la
abundancia de transcriptos que pueden o no apreciarse o a la presencia de alelos especificos que

presentan una region de corte.

En cambio, en el cardcter MF los transcriptos CDA34 y CDA37 estan presentes en todos los
fenotipos calificados como "buenos". El transcripto CDA34 parece ser una proteina no caracterizada en
una planta con flor Ambronella trichopoda, aunque su funcién es desconocida. El transcripto CDA37 se
caracteriza como una enzima quinasa dependiente de ciclina F1 (CDKF1=CDK-acyivating kinases) y cuya
anotacién "GO" muestra su participacion en el desarrollo post-embrionario, en la morfogenesis de la
planta, y en multiples rutas metabdlicas. Las diferentes fases del ciclo celular, donde la célula crece, se
replica el ADN y se produce la divisidn celular, esta regulada por un grupo de enzimas denominado CDK
("Cyclin dependent Kinases") (Inze y De Veylder, 2006). La divisién celular es crucial para el desarrollo
de la planta, por lo que si ocurren cambios en la expresion de los genes implicados en este proceso
pueden asociarse con las transiciones que se producen en el ciclo celular durante el crecimiento de un
drgano (Malladi y Johnson, 2011), y ser susceptibles a cambios en la arquitectura de la planta y en los
caracteres de interés agrondmico como el rendimiento (Den Boer y Murray, 2002). La enzima
caracterizada por el transcripto CDA37 es propia de plantas y en condiciones "in vitro" parece activar a
CDK2 y CDK3 mediante la fosforilacién de un residuo de Thr (Simotohno y col., 2004; Umeda vy col.,
2005) de la CDK ("Cyclin depent protein kinases") cuando se une a ellas. En Arabidopsis CDKF:1 actua
como un regulador positivo de la proliferacién celular, y cuando pierde esta funcién se reduce la
produccion celular y la endorreplicacion (Takatsuka y col., 2009). Por ultimo, en manzana Malladi y
Johnson (2011) comprobaron que los genes implicados en el ciclo celular facilitan la produccion de
células durante el desarrollo del fruto. Esto ocurre igualmente en la palmera datilera, especie cercana

genéticamente a la palmera de aceite africana (Janssen, 2004), se validd mediante PCR a tiempo real
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una CDK tipo A que aparecia en las etapas del desarrollo del fruto donde se produce la multiplicaciéon
celular, la expansién celular y en la etapa de maduracién del fruto donde hay cambio de color en el fruto
(Yin y col., 2012). Todos los indicios existentes hacen a este transcripto susceptible a ser denominado
gen candidato para este caracter, aunque es importante resaltar que el material utilizado para realizar la
técnica fue hoja, y también estas enzimas participan en el crecimiento celular de las hojas. Por tanto,
siempre y cuando este posible gen candidato este asociado al caracter de interés deberian realizarse

experimentos que acrediten que su presencia es debida al fruto y no a la hoja.

En el cardcter OM el Unico transcripto obtenido en las familias calificadas como "buenas" fue
CDA78, y aparecid en tres de las cuatro familias fenotipadas. Aunque se encontré homologia con un
contig de palmera aceitera americana (E.oleifera) de las bases de datos propias, no mostrd ninguna
homologia funcional con proteinas y por tanto ninguna anotacion ontoldgica por lo que su funcion es
desconocida. A pesar de ello, el transcripto se selecciond como posible gen candidato ya que parece
estar implicado en el cardcter, y su caracterizacion puede realizarse a posteriori si se encuentra una

asociacion fenotipo-genotipo relevante durante el desarrollo de la presente tesis.

5.2. Deteccion de genes candidatos co-localizados con QTL's de
interés agronémico en un mapa genético funcional de alta
densidad
La utilizacién de un mapa genético de ligamiento funcional de alta densidad y en el que se
integran los QTL de consenso relacionados con los caracteres de interés agrondmico es una herramienta
util en los programas de mejora de E.guineensis Jacq. debido a su largo ciclo de seleccién. En esta tesis
se utiliza un mapa genético de referencia en el que se han integrado numerosos recursos genéticos
disponibles descritos en el apartado de materiales y métodos, para saturar el mapa de diferentes
marcadores y genes anotados y crear una herramienta Util de aplicar para conseguir el objetivo de este
capitulo de busqueda de genes candidatos, ya que la identificacidn de genes posicionales, algunos con
funcién conocida en otras especies, dentro de los intervalos de confianza del QTL puede considerarse

que contribuye a la deteccion de genes implicados en el caracter de interés (Pflieger y col., 2001).

Esta estrategia se ha utilizado en la identificaciéon de posibles genes candidatos en numerosas
especies de plantas incluidos arboles en los que los ciclos de seleccion también son largos. En estos
estudios se han mapeado, en primer lugar, los QTL de interés agrondmico en la poblacion de estudio y
posteriormente los genes asociados al mismo (Liu y col.,2011; Correa y col., 2014; de Miguel y col., 2014;
Nufiez-Lillo y col.,, 2015). En palmera de aceite africana, Jeennor y Volkaert (2014) identificaron
mediante esta estrategia genes relacionados con la ruta biosintética de aceite, factores de transcripcion
y algunos genes expresados durante la acumulacion de aceite en el fruto que posteriormente se
colocalizaron con algunos de los QTL que habian mapeado. Finalmente, mantienen la hipdtesis de que la
co-localizacion de marcadores basados en genes con QTL de interés en la especie sugieren que esos
genes son responsables en parte de la variacidn en los caracteres relacionados con el rendimiento de

aceite de la palmera. Esto hace nuestra estrategia una herramienta valida para la busqueda de genes
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candidatos relacionados con los caracteres de interés, explicados al inicio de esta discusién. En 2015,
Lee y col. publicaron también un mapa de ligamiento de consenso en el que identificaron el QTL que
explicaba el mayor porcentaje de variacién en el fenotipo para la altura de tallo, y encontraron
colocalizado a él un gen que codificaba un enzima que parece estar implicado en la disminucién de esta
altura, la asparagina sintetasa. En esta tesis se utiliz6é como mapa de referencia el mapa de ligamiento
para la poblacién LM2TxDA10D publicado por Billotte y col. (2005) y saturado de marcadores SSR al que
se integraron QTL's de consenso en diferentes poblaciones de E.guineensis Jacq. (Billotte y col.,2010; Lee
y col., 2015), e incluso de una poblacion interespecifica (E.guineensis Jacq x E.oleifera Cortes HBK)
(Montoya y col. 2013). Por ultimo, se integrd también en el mapa genético el genoma de E.guineesis
Jacq publicado por Singh y col. en 2013a que facilita la identificacién de genes relacionados con los
caracteres de calidad y productividad del cultivo. Estos mapas utilizados incluyen marcadores de anclaje
como SSR, RFLP y SNP que han demostrado ser congruentes entre diferentes poblaciones (Wu vy col.,
2001; Wang vy col.,2003; Schneider y col.,2007), por lo que sirven para ser utilizados en estudios
comparativos posteriores e integrar diferentes mapas para cubrir ampliamente el genoma (Jeennor y
Volkaert, 2014). Es importante mantener presente el objetivo de esta tesis que es buscar la asociacion
fenotipo-genotipo mediante un mapeo por asociacién en la poblacién de estudio que se desarrollara en

posteriores capitulos, y dénde si se tendrd en cuenta nuestra poblacion de palmeras.

La estrategia utilizada para la busqueda de genes candidatos co-localizados con los QTL que
representaban los caracteres agronémicos de interés para el rendimiento y la productividad de aceite
fue sondear las secuencias anotadas, y algunas de ellas eran marcadores SNP a una distancia de = 1cM
(centimorgan) en cada QTL correspondiente al caracter, y revisar sus anotaciones y bibliografia
relacionada para poder deducir su posible sentido biolégico. Se eligid esta distancia de manera arbitraria
para asegurarnos que los marcadores secuenciados que flanquean al QTL estén estrechamente ligados a
él, disminuyendo las probabilidades de recombinacidn, tal y como recomiendan Collard y col. (2005)
para el mapeo de alta resolucidon de QTL. En el caso de Jeennor y Volkaert (2014) los genes candidatos
encontrados se encontraban a <5 ¢cM del QTL y mostraban polimorfismos en sus secuencias tipo SNP, lo
mismo se muestra para el estudio de Lee y col. en 2015. La presencia de marcadores SNP anotados
refuerza la probabilidad de posibles variaciones en el fenotipo, dependiendo como el cambio de base

afecte a la proteina por lo que son genes muy susceptibles a ser genes candidatos.

5.2.1. Seleccién de genes candidatos co-localizados con QTL's

relacionados con los caracteres agronémicos de interés

En total se seleccionan 86 genes candidatos colocalizados con QTL's para los caracteres
agronomicos de interés. Estos genes candidatos se agruparon en funcidn del caracter y del QTL para
facilitar su discusion. Los caracteres estudiados junto con los diferentes QTL's analizados se muestran en

el anexo 3.
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5.2.1.1. Caracteres relacionados con la produccién
Los QTL's revisados para BN se localizaron en 11 de los 16 grupos de ligamiento del mapa. En el
GL 7 a una altura de 48,8 cM se localizo un QTL BN6_9 que estaba colocalizado con otro relacionado con
BW lo que puede evidenciar que estan funcionalmente relacionados (Thumma y col., 2001), y los genes
que los flanquean pueden estar implicados en ambos caracteres. Estos genes fueron KG141, KG142 y
KG143 y flanqueaban el QTL en su parte superior, y sus secuencias localizadas en el mesocarpio del fruto
de la palmera de aceite proceden del estudio de Bourgis y col. (2011). Aunque no se obtuvieron

anotaciones ontoldgicas para ellos la bibliografia existente ayuda a dilucidar su funcionalidad.

KG141 es una proteina asociada a microtubulo (MAP) que participa en numerosos procesos del
desarrollo de plantas y en su morfogenésis regulando la division y expansiéon celular (Wasteneys, 2004;

Hamada, 2007, 2014; Celler y col.,2016).

KG142 se caracteriz6 como una proteina reguladora de respuesta tipo b (AAR2). Estos
reguladores de respuesta que se han caracterizado en Arabidopsis thaliana son factores de transcripcion
gue actuan como reguladores positivos en la ruta de sefializacién de citoquininas que esta conservada
en plantas (Mason y col., 2005; Argyros y col. 2008). Las citoquininas son hormonas que promueven la
divisién y la diferenciacidén celular, y son fundamentales en el proceso de organogenesis, asi como en la
regulacion de numerosos procesos fisioldgicos. Concretamente, las proteinas ARR2 parece que juegan
un papel importante en el desarrollo floral, y en diferentes procesos de desarrollo del raices y brotes
(Kim y col., 2012), asi como en la senescencia de las hojas (Hill y col., 2013). En palmera de aceite, Ramli
y Abdullah (2010) identificaron durante la caracterizacion de los promotores de metaloproteinas MT3-A
y MT3-B un regulador de respuesta a citoquininas en diferentes regiones de ambos promotores. Las
metaloproteinas presentan unos perfiles de expresidon especificos en diferentes tejidos y temporales
(Cobbett y Goldsbrough, 2002), lo que permite entender mejor sus funciones relacionadas con la
absorcién de metales por la planta e implicadas en el crecimiento y en respuesta a estrés. MT3-A y MT3-
B son metaloprotinas de tipo 3 que aparece en tejidos en fase de maduracién (Reid y Ross, 1997), y
ambos se expresan en el mesocarpio de la palmera de aceite en diferentes estadios (Abdullah y col.,

2002; Omidvary col., 2008).

La ultima secuencia co-localizada en esta regién ,KG143, mostrd una proteina T del complejo 1
subunidad delta llamada TCP1 es un miembro localizado en el citosol de la familia de las chaperoninas,
las cuales estan implicadas en el plegamiento de las proteinas utilizando la energia procedente de la
hidrélisis de ATP y cuyos sustratos son la actina y la tubulina
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=239454). Este gen estd relacionado con
KG141 co-localizado en la misma regién, ya que los microtubulos estdn formados por diferentes
isoformas y modificaciones de tubulina (Mandelkow y Mandelkow, 1995). Ademas parece estar
implicado en la comunicacion célula-célula en las plantas, y en los que participan los factores de
transcripcion de la familia KNOX esenciales para el establecimiento y mantenimiento de las células

madre, para el que uno de ellos necesita para trabajar el complejo de chaperoninas (Xu y col., 2011).
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KG196 y KG197 se encuentran co-localizados muy préximos por encima del QTL, QBN3_5, en el
GL 2 cuyas funciones se relacionan con el desarrollo floral. KG196 es un gen caracterizados como factor
de transcripcion de tipo MADS BOX 21, los cuales controlan diferentes procesos del desarrollo de las
plantas con flor que suceden desde la raiz hasta la flor y en el desarrollo del fruto (Becker y Theifen,
2003). Este factor de transcripcion es de tipo Il, conocido en plantas como MIKC y dentro del modelo
ABC de genes que explican el desarrollo de los drganos florales dirigidos por los diferentes tipos de
factores de transcripcion MADS BOX en Arabidopsis thaliana se identifica con los genes C o AGAMOUS
(AG) (Shore y Sharrocks, 1995; Becker y Theifen, 2003). En palmera de aceite existen estudios que han
confirmado la presencia de estos factores de transcripcion en el desarrollo floral y durante la
maduracion del fruto (Adam y col., 2006; 2007; Ho y col., 2007; Shearman y col., 2013). Tranbarger y col.
(2011) encontraron diferentes transcriptos pertenecientes a factores de transcripcion tipo MADS BOX
en diferentes etapas de la maduracién del fruto de la palmera de aceite, tres de los cuales pertenecian a
la familia AG. KG197 se caracterizd6 como una proteina denominada FRIGIDA. Esta proteina es el mayor
determinante en las variaciones de tiempos de floracidn y en respuesta a la vernalizacidn en diferentes
ecotipos de Arabidopsis thaliana, y parece que forman un complejo de proteinas FRI-C, cuyos
componentes tienen funciones especializadas relacionadas con la unién de ADN, con activadores de la
transcripcién de proteinas y mantenimiento del complejo (Johanson y col., 2000; Choi y col., 2011). La
palmera de aceite africana no sufre procesos de vernalizacién ya que es un cultivo tropical que no
requiere frio para su floracién, pero si posee diferentes periodos de floracién alternativos de flores
masculinas y flores femeninas, aunque los ciclos de floracién parecen al azar, incluso en climas
estacionales (Hemptinne y Ferwerda, 1961; Corley, 1977). En su mayoria son las flores femeninas las
qgue posteriormente formaran los racimos. Posiblemente este gen actuard conjuntamente al factor de
transcripcion MADS BOX anterior durante la formacién de las inflorescencias, aunque se necesitan
estudios donde se caracterice la funcionalidad de KG197, y la influencia de KG196 en el desarrollo floral

y concretamente en su participacion en el desarrollo de las inflorescencias femeninas.

Como puede observarse en la tabla 3.1 (Anexo 3) el resto de genes se co-localizaron
individualmente en diferentes QTLs relacionados con el caracter BN. KG198 se caracteriz6 como una
enzima endopeptidasa de tipo cisteina localizada en los espacios extracelulares que participa en el
desarrollo y crecimiento de la planta, en la senescencia, muerte celular, también participan en la
acumulacion de proteinas de reserva y en su movilizacion, y por ultimo en respuestas a situaciones de
estrés (Grudkowska y Zagdanska, 2004). En Jatropha curcas se identificaron tres cisteina proteinasas en
el endospermo durante la germinacién de la semilla avalando la movilizacion de las proteinas durante la
germinacién (Costa y col., 2010). En palmera de aceite africana se han identificado dos cisteinas
proteasas durante el proceso de embriogenesis somatica y su posterior germinacién (Aberlenc-Bertossi
y col.,, 2008), esto es debido a que estas enzimas participan en la generacién de reservas de tipo
globulina en la semilla, en su acumulacién durante el proceso de embriogenesis y en su movilizacién
durante la germinaciéon (Fisher y col., 2000). KG199 se caracterizd como una enzima base de cadena

larga esfingoide quinasa (LCBK). Esta enzima cataliza la reaccion de fosforilacién de los esfingoides de
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cadena larga (LCB) para formar LCB-1-fosfato (LCB-P)(Imai y Nushira, 2005). Diferentes autores han
evidenciado las funciones de LCB libre y LCBP como mediadores de la respuesta celular en Arabidopsis
(Ng y col., 2001;Coursol y col., 2003, 2005;Xiongy col., 2008), ademads participan en la sefializacion
intermedia de la apertura de los estomas en condiciones de sequia (Ng y col., 2001;Coursol y col., 2003),
asi como en el control de la germinacion (Worral y col., 2008). El gen candidato TEST se caracterizd
como un enzima acetil-co-A oxidasa(ACX4) perteneciente a la familia de genes ACX que cataliza la
reaccion de beta oxidacién en los acidos grasos peroxisomales. Esta familia de genes parece tener
especial importancia en el catabolismo de los acidos grasos de los lipidos para producir un esqueleto de
carbono y producir la energia metabdlica necesaria para el crecimiento temprano y la post-germinacién
en las semillas oleaginosas (Kindl, 1987; Rylott y col., 2001). Rylot y col. (2003) mostraron que la doble
mutacién en ACX3 y ACX4 en Arabidopsis ejercian funciones esenciales para el desarrollo temprano del
embridn. JEennor y Volkaert (2014) en su mapeo de QTL's para caracteres de rendimiento de aceite co-
localizaron genes de esta familia con QTL de BW y FFB, pero no con BN, aunque es necesario tener

presente la correlacion negativa entre BW y BN.

KG200 se caracterizé como un gen que codifica una proteina trehalosa 6 fosfato sintasa
implicado en el metabolismo de carbohidratos. En Arabidopsis se ha observado que es necesaria para el
crecimiento y la maduracién floral (van Dijken y col. 2004; Wahl y col.2013), asi como que participa en la
regulacion de la glucosa y la sefializacion ABA durante el desarrollo vegetativo (Avonce y col., 2004). Este
enzima junto con otros implicados en el metabolismo de carbohidratos parece que juega un papel
importante en el desarrollo y maduracion del fruto en la palmera datilera (Bourgis y col. 2011; Yin y col.,
2012; All-Mssallem y col.,2013; Xin y col. 2015), aunque en su fruto abundan los carbohidratos y no los
lipidos como en el caso de la palmera de aceite africana, a pesar de ser ambas especies altamente
conservadas. El gen candidato KG201 codifica una proteina L23 ribosdmica 60s, localizada en el citosol
celular. Estas proteinas encargadas de la sintesis de proteinas a partir ARN mensajero parecen tener un
papel importante en el desarrollo de las plantas (Byrne, 2009). Este hecho los sugieren numerosos
estudios con mutaciones de proteinas ribosdmicas que muestran fenotipos con crecimiento
defectuosos, cambios en el desarrollo de las hojas y fenotipos relacionados con auxinas (Horiguchi ycol.
2012). En E. guineensis Jacq. se han detectado estas proteinas en los transcriptos generados en librerias
de EST's de apices normales, y anormales (aquellos que muestran "mantled") y en inflorescencias
masculinas (Jouannic y col. 2005). KG202 se caracterizd como un gen que codifica un proteina de la
familia de enzimas O-glucosyltransferasa localizado en el aparato de Golgi de la célua. Aunque esta
familia de proteinas no esta lo suficientemente caracterizada en plantas
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR024709), algunos estudios muestran una posible relacién con
las células que forman la pared celular en las plantas por su participacion en la biosintesis de
xiloglucanos (Keegstra y Raikhel, 2001; Reiter, 2002; Scheible y Pauly, 2004). La principal funcion de la
pared celular es reforzar el cuerpo de la planta, pero también ejerce un papel clave en su crecimiento,
en la diferenciacion celular, en la comunicacién intercelular, el movimiento del agua y en los mecanismo

de defensa (Cosgrove, 2005).
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Como puede revisarse en el anexo 3, KG203 y KG204 se encontraron en el mismo GL, pero co-
localizados en diferentes QTL's relacionados con el caracter. El gen candidato KG203 codifica una
proteina relacionada con el enzima 2-3 bifosfoglicerato-independiente fosfoglicerato mutasa, cuya
principal proceso funcional es en el metabolismo de carbohidratos, concretamente en la glucolisis para
la degradacion de los carbohidratos. Participa en la ruta de conversion de sacarosa en piruvato
(http://www.uniprot.org/uniprot/P47669). Parece que los genes implicados en la glucolisis se se
coordinan con el inicio de la sintesis de lipidos, por lo que la glucolisis podria regularse a nivel
transcripcional en los tejidos vegetales que acumulan aceite (Hajduch y col. , 2006;. Troncoso-Ponce y
col., 2011), para ello existen dos vias paralelas en el citosol y en el plastidio (Plaxton, 1996). Este enzima
se ha detectado en el mesocarpo del fruto de Cocus nucifera, también oleaginoso, durante la
maduracion del mismo en las transiciones de pulpa tierna al inicio del engrosamiento, y del
engrosamiento al endurecimiento de la pulpa (Liang y col.,2014). Es en estas fases donde hay una
cambio de composicidn en los acidos grasos presentes, ya que a medida que avanza la maduracion del
fruto los acidos grasos tienden a ser mas saturados y por tanto sélidos. Esto sugiere que durante estas
transiciones la ruta glucolitica esta activa para formar piruvato que suministrara la energia suficiente a la
ruta biosintética de acidos grasos para formarlos.Pero, en un estudio llevado a cabo por Dussert y col.
(2013) en Elaeis guineesis Jacg. postula ademds que esta ruta en los plastidios del mesocarpo tenga otra
funcionalidad compartida con las semillas verdes fotoherotréfas. KG 204 codifica una proteina que
control divisén celular (CDC48B) que probablemente participa en la division y el crecimiento celular
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q9ZPR1; Feiler y col. 1995; Rancour y col. 2002; Merai y col., 2014).
KG205 codifica una proteina de union GTP nucleolar (NOG2). Esta proteina es una enzima GTPasa que se
asocia con la unidad pre-ribosomal 60S en el nucledlo, para que el ribosoma pueda ser exportado y
madure el ARN ribosémico (https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR024929; Saveanu y col. 2001).
Estudios recientes han mostrado que los genes que codifican factores de union a los ribosomas, como
GTPasas, juegan un papel importante en el desarrollo de la planta (Byrne, 2009; Horiguchi y col., 2012).
El gen candidato KG206 codifica una protein homdloga a TDP1 localizada en la membrana y con
actividad catalitica. En Arabidopsis, este gen participa en la especializacidn celular durante la antesis y
desarrollo del polen de la flor (Yang y col.,, 2003, 2005). Ademas puede servir como un ligando
extracelular para un receptor quinasa que sefializa la determinacién de células finales ("cell fate")
durante la reproduccidn sexual de la planta (Jia y col., 2008). Ho y col. (2007) detectaron 9 EST de este
gen en cultivos celulares en suspension, donde este TDP1 puede ser clave en la disolucidn callosa, como
se ha visto en Arabidopsis, y jugar un papel clave en la diferenciacién del tapete y su funcién (Zhu y col.

2008).

El ultimo gen candidato co-localizado con BN fue KG207. Este gen candidato codifica una
proteina de la membrana mitocondrial externa porina 5 (VDAC), cuya funcion es formar canales de
aniones dependientes de voltaje en la membrana externa de la mitocondria para difundir pequefas
moléculas hidéfilas (http://www.uniprot.org/uniprot/Q84P97). La caracterizacion y funcionalidad de

esats proteinas por diferentes autores no sélo le otorga un importante papel en el transporte de
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metabolitos, si no que parece que estan involucradas en la muerte celular programada en respuesta a
diferentes tipo de estrés (Kusano y col., 2009; Tateda y col.,, 2011; Homblé y col., 2012; Duncan y
col.,2013;)

El caracter BW mostréo QTL's en 3 de los 16GL, y se encontraron 6 genes candidatos co-
localizados con estos QTL's. Tres de estos genes ya han sido motivo de discusidn en este apartado
(KG141, KG142 y KG143) por compartir co-localizacion con BN. El gen candidato KG146 se encontrd co-
localizado por la parte superior con 4 QTL's presentes en el GL5 a 125cM. La secuencia de este gen
(M01000069634) fue detactada por Bourgis y col.(2011) en la palmera datilera (Phoenix dactylifera) y se
caracterizé6 como una Histona H2B.11 presente en los nucleosomas de las células eucariotas formando
parte de la estructura de la cromatina (Bhasin y col., 2006). Esta estructura de la cromatina es dinamica
por lo que modula la accesibilidad al ADN, regula los procesos donde el ADN actia como modelo
(replicacion y reparacion de ADN, recombinacién, transposicién, y transcripcion) y afecta a diferentes
procesos como el crecimiento de raices, el tiempo de floracién, la organogenesis floral, la formacion del
embridn, asi como en las respuestas a estrés abidtico y bidtico (Nelissen y col., 2005; Shen y Xu, 2009;
Alvarez y col., 2010; Berr y Shen, 2010; Berr y col., 2011). Las modificaciones post-traduccionales de las
histonas, como la acetilacion o la metilacién, entre otros, producen cambios estructurales y funcionales
en la cromatina (Loidl, 2003; Pfluger y Wargner, 2007). Es en estas modificaciones donde radica su
importancia, ya que pueden darse cambios epigenéticos que influyan en la expresion de diferentes
genes. Por ejemplo, la monoubiquitinaciéon de las histonas H2B parece regular los niveles de acido
abscinico (ABA) durante el desarrollo de la semilla, por lo que los cambios en las histonas pueden
repercutir en los niveles de expresién de ABA, hormona relacionada también con la acumulacién de
reservas durante la maduracidn de la semilla, tolerancia a la deshidratacién, dormacia y germinacién de
la semilla (Chinnusamy y col. 2008). Es desde estas modificacines estructurales donde podria influenciar

sobre los caracteres BW y FN con los que esta co-localizado.

La secuencia del gen KG2 procede de un marcador microsatélite mEgCIR3275 secuenciado por
Billotte y col. (2005) en hoja y cuya funcion se identifica con una enzima serina hidroximetiltransferasa
gue esta implicada en el fotorrespiracion de la planta y es inducida por la luz (Wringler y col., 2000; Ros
y col., 2014). Este compuesto participa en la biosintesis de numerosas moléculas necesarias para la
proliferacion celular, como aminodcidos, bases nitrogenadas, fosfolipidos y esfingolipidos (Ros y col.,

2014).

La secuencia (M01000043696) del gen candidato KG140 pertenece a la base de datos de
contigs obtenidos en el mesocarpio por Bourgis y col. (2011). Este gen codifica un factor de transcripcién
ERF014 sensible a etileno que pertenece a la famila de factores de transcripcion AP2/ERF. Este factor de
transcripcion parece actuar como un activador transcripcional que regula la expresion de genes
relacionados con las situaciones de estrés de la planta y sus rutas metabdlicas correspondientes
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q9LPE8). Trabanger y col. (2011) determinaron en qué grado la

hormona etileno participa en los procesos de maduracion del mesocarpio en la palmera de aceite
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africana. Estos autores observaron un gran niumero de transcriptos que codificaban diferentes ERFs cuya
maxima expresion fue a los 140 dias después de la polinizaciéon cuando el fruto ya estd maduro y ha
acumulado lipidos y carotenos en el mesocarpio. A continuacién, hay un aumento de hormonas como
etileno y aumenta considerablemente el peso del mesocarpio, acumulando grandes cantidades de
lipidos y carotenos. También se ha visto la implicacidn de los factores de transcripcion ERF asociados a la
hormona etileno en los procesos de maduracién de otros frutos como en el platano (Xiao y col.2013),

manzana (Wang y col., 2007), tomate ( Liu y col., 2015) o kiwi (Yin y col., 2010).

El caracter FFB intimamente relacionado con BN y BW mostrd en total 17 genes candidatos en
6GL de la especie, destacando que en el GL2 se encontraban los QTLs, QFFB3_5 relacionado con la
medida fenotipica en palmeras de entre 3y 5 afios, y QFFB6_9 con palmeras de entre 6 y 9 afos de edad
en la misma posicion, lo que puede indicar que los genes implicados en este caracter no sufran variacién
con la edad de la palmera durante este periodo. El gen candidato KG181 codifica una proteina 3-oxoacil-
ACP reductasa, llamada también [-ketoacyl-[ACP] reductasa, es una enzima que participa en la
biosintesis de acidos grasos durante la elongacidén de las cadenas y en la biosintesis de acidos grasos
poliinsaurados. Bourgis y col. en 2011 detectaron una presencia muy superior de EST's de estas enzimas
durante el proceso de maduracién del mesocarpio en Elaeis guineensis en comparacién con los EST's
detectados en la palmera datilera. Esto avala su participacién en el metabolismo de acidos grasos de
esta enzima, ya que es durante este proceso cuando se acumulan en el fruto, y por tanto aumenta la
masa del mesocarpio, sin tener en cuenta el peso de la semilla también rico en lipidos que suponen un
40% del peso seco final (Slabas y Fawcett, 1992). KG182 es un gen que codifica una proteina
transportadora sec61 cuyo principal papel parece ser la translocacion de proteinas desde el citosol al
reticulo endoplasmatico (Wiertz y col.1996; Osborne y col., 2005), y como retrotranslocon (Nakatsuka y
Brodsky, 2008). KG183, KG184 y KG185 son genes que codifican un citocromo P450 ,y como puede verse
en la tabla 3.1 (Anexo 3)estan infimamente cercanos en pares de bases, lo que puede indicar que o bien
los tres "contigs" son un Unico gen o son una superfamilia de genes situados en la misma region del
genoma, lo que es mas probable debida al gran numero de genes que codifican citocromos P450 y a sus
subfamilias. Estos citocromos P450 se han calificado como enzimas monooxigenasas que tienen como
sustrato una amplio espectro de compuestos. Ademads poseen un amplio nimero de funciones entre las
que se encuentran su actividad como precursores esteroles de membrana, su participacion en la
homeostasis de las fitohormonas o su implicacién en la biosintesis de numerosos compuestos como por
ejemplo pigmentos (Bak y col., 2011). Los tres genes candidatos pertenecen a la misma subfamilia,
CYP71A. Esta familia se aisl6 la primera vez en el fruto del aguacate y se relacioné con su proceso de
maduracion relacionando la implicaciéon de la hormona etileno con la regulacidén de esta familia de
citocromos P450 (Bozak y col., 1990). Umemoto y col. (1993) también relaciona esta familia de genes
con el proceso de maduracion del fruto en Solanum melongena, aunque no lo limita sélo a la
maduracion del fruto porque supone que puede tener funciones en los diferentes tejidos de la planta
como flores o plantulas. En Arabidopsis thaliana sélo han mostrado funcionalidad 3 de los 54

transcriptos detectados para estas familias que parecen tener relacion con respuestas a estrés, ya que el
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sustrato que utilizan para catalizar la reaccidn estd implicado en la biosintesis del acido indélico (Bak y
col.,2011). En la palmera de aceite africana se selecciond un clon, detectado en raiz y tallo, que era
homdlogo a un citocromo P450 que se caracterizd como un posible enzima detoxificante (Phongdara y
col., 2012), pero si puede tener funcion en el fruto y su implicacion en el caracter no ha sido

determinada todavia.

El QTL situado en el GL6, QFFb6_9, se encuentra flanqueado a nivel superior e inferior por
genes que entre sus anotaciones ontoldgicas de los procesos dénde participan muestran una relacién
con el metabolismo de lipidos, siendo los co-localizados en el nivel inferior los que presentaron la misma
funcién. KG186, situado a 72,5cM y a una distancia del QTL de -0.8cM, codifica una proteina
caracterizada como 3-ketoacil-CoA sintasa 4 (KCS4) la cual participa en la biosintesis de acidos grasos de
cadena larga (>18C) (http://www.uniprot.org/uniprot/Q9LN49). Su especificidad de sustrato determina
la longitud y el grado de insaturacién de los productos de sus reaccion (Lassner y col., 1996; Millar and
Kunst, 1997; Millar y col., 1998; Cahoon y col., 2000). Estos acidos grasos estan presentes en las ceras
cuticulares y en el aceite de las semillas de algunas plantas (Todd y col., 1999; Han y col., 2001; Li-
Beisson y col., 2013) , como en nuestra especie donde abundan los acidos grasos de cadena larga como
acido oléico (C18:1) y linoléico (C18:2). Los genes candidatos co-localizados con el mismo QTL, pero a
una distancia de 0.1 y 0.2 cM fueron KG187 y KG188 los cudles codifican la misma proteina calificada
como una enzima orizasin aspartico proteinasa cuyo rol biolégico no se conoce muy bien, aunque
parece que sus funciones estan relacionadas con el procesamiento de las proteinas y su degradacion
bajo determinadas condiciones y estados de desarrollo de la planta, como la organogénesis, la
senescencia, las respuestas a situaciones de estrés, la muerte celular programada y la reproduccion, lo
que sugiere que sus funciones sean especializadas (Sim&es y Faro, 2004). Aunque en sus anotaciones
ontoldgicas, mostradas en la tabla 4.1 (Anexo 4), parece que existe una relacion con el metabolismo de

lipidos, no se ha encontrado ninguna referencia bibliografica que confirme este hecho directamente.

En el GL11 se encontraron 4 genes co-localizados con el mismo QTL, QFFB3_5, que lo
flanqueaban por su parte superior a una distancia maxima de -1cM. El gen co-localizado KG191 codifica
una proteina insensible a la vernalizacion (VIN3), relacionada con los tiempos de floracién en
Arabidopsis thaliana y Oryza sativa, que ha sido asociada mediante mapeo por asociacidén con los
tiempos de floracion en maiz (Khan y Korban, 2014). Esta proteina es un homeodominio de dedos de
zinc ("PHD zinc finger") que produce cambios en la estructura de la cromatina en los genes relacionados
con el tiempo de floracidon en Arabidopsis thaliana (Sung y Amasino, 2004;Sung y col., 2006; Hu y col.,
2010). Es posible, por ello, que en E.guineensis Jacq. tenga alguna implicacidn en el desarrollo de los
organos florales del cultivo, y expresados en diferentes estados de su desarrollo (Low y col. 2014).
KG192 es un gen candidato que codifica una proteina calificada como un gen de expresién maternal.
Estos genes se relacionan con el mecanismo de impronta genética, por el cual algunos genes se
expresan de un modo especifico dependiendo del sexo del progenitor debido a un cambio epigenético

por la metilacion del ADN, que produce el silenciamiento del alelo procedente del otro parental. En las
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plantas este fendmeno de impronta genética ocurre en el endospermo durante el desarrollo de la
semilla como se ha observado en Arabidopsis thaliana, maiz o arroz, de ahi que algunos genes de los
progenitores queden silenciados (Henderson y Jacobsen, 2007; Hsieh y col., 2009, 2011; Luo y col, 2011;
Waters y col.,, 2011). Por lo que KG191 y KG192 estan relacionados con diferentes mecanismos
epigenéticos. El gen KG193 codifica una proteina que en Elaeis guineensis no ha sido caracterizada pero
el analisis mediante B2GO muestra una alta homologia con un dominio repetido ankirina y un dominio
KH. Los estudios referentes a estas proteinas en plantas muestran una funcidn relacionada con
mecanismos de defensa, en el crecimiento y desarrollo (Vo y col., 2015). En Medicago trunculata se ha
asociado con procesos relacionados con la iniciacidon de la transcripcion, el transporte de iones y la
traduccion de seiales (Zhang y col. 2013), los cudles también pueden implicar cambios en las funciones
anteriormente sefialadas. Por ultimo, el gen candidato KG194 codifica una proteina Citocromo B5
isoforma E que en las plantas superiores, animales y hongos proporciona los electrones necesarios para
la reaccién de desaturacién de acil-CoA de los acidos grasos, y mediando en la formacién de acidos
grasos poliinsaturados o PUFAS (Nappier y col., 1997; Kumar y col., 2012). Ademas también se ha
implicado en las plantas superiores como donante de electrones en la hidroxilacion de acidos grasos, en
la formacion de triples enlaces, en la hidroxilacién y saturacidn de los esfingolipidos de cadena larga, en
la desaturacidn de los esteroles y en las reacciones mediadas por el citocromo P450 (Smith y col., 1992;
Rahier y col., 1997; Lee y col., 1998; de Vetten y col., 1999; Broadwater y col., 2002; Nappier y col.,
2003; Kumar y col., 2006; Nam y Kappock, 2007; Nagano y col.,, 2009). También se ha visto que este
complejo interacciona con el reticulo endomplasmatico de las células aumentando la afinidad en la
membrana plasmatica de los transportadores de sacarosa y sorbitol por sus sustratos, mecanismo
necesario para regular las necesidades de azucares en las células (Fan y col., 2009), y por tanto el flujo
de energia de energia que reciben desde el floema para el crecimiento y desarrollo de la planta
(Ainsworth y Bush, 2011). Por tanto, puede estar implicado en el cardcter FFB asi como también podria
estar implicado en otro caracter que es el indice de iodo (IV), ya que en frutos caracterizados como de
alto rendimiento se ha observado un aumento de la proteina durante el proceso de maduracidn,
mientras que en los frutos de bajo rendimiento no (Loei y col., 2013).El gen candidato KG179, co-
localizado con un QTL del GL1 como puede revisarse en el Anexo 4 (Tabla 4.1), codifica una proteina
caracterizada como un enzima 2-hidroxiacil -CoA liasa, el cual participa en las reacciones llevadas a cabo
en los peroxisomas de la célula, relacionadas con el metabolismo de lipidos, concretamente en la a
oxidacién del 4cido fitanico (Watkins y Ellis, 2012), aunque su papel no estd claramente definido en las

plantas.

En el GL2 se encontrd colocalizado el gen candidato KG180 que codifica una proteina F- box
"tubby like". Diferentes autores han estudiado la funcionalidad de estas proteinas en Arabidopsis
thaliana y en Oryza sativa, y parecen desempenar diferentes roles en el crecimiento y en la adaptacion

de las plantas a diferentes tipos de estrés (Lai y col.,2004; Kou y col., 2009; Bao y col., 2014).
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Como puede observarse en la tabla 3.1 (Anexo 3), en el GL8 se encontraron dos QTL's
relacionados con el cardcter. QFFB3_5 situado a 17 cM presento un gen co-localizado, KG189 que
codificaba la misma proteina que el gen candidato KG201 co-localizado con un QTL del caracter BN. Esta
coincidencia puede ser debida a la fuerte correlacion fenotipica positiva que presentan estos caracteres
(Jeennor y Volkaert, 2014), pudiendo estar implicado la misma familia de genes en ambos caracteres.
KG190, co-localizado con QFFB3_5 situado a 1,2 cM, es un gen que codifica una proteina que es un
enzima denominado ubiquitina E3 ligasa RGLG2, cuyas principales funciones se desempefian en la
regulacion (Stone y col., 2005), y sefializacidn celular (Yin y col., 2007). Se ha observado en Arabidopsis
que los mutantes de estas enzimas pueden alterar la expresién de citoquinas y auxinas, hormonas
reguladoras del desarrollo de la planta. Ademas participan en la regulacion de algunos genes
relacionados con respuestas a estrés abidtico como estrés salino y sequia (Wang y col.2011; Cheng y col.

2012; Kim y Kim, 2013).

Por altimo KG195, co-localizado con un QFFB6_9, en el GL13 codifica un enzima peptidil-prolil-
cis-trans isomerasa que interacciona con NIMA 4. Estas enzimas pueden modificar la estructura de las
proteinas en el nucleo celular, y participan en la regulacién génica durante la transcripcion del ARNmy a
nivel de cromatina (Dilworth y col., 2011). En la revisidn realizada por Hanes (2015) de esta familia de
enzimas en células eucariotas se muestra como estas enzimas pueden participar en el desarrollo, la

floracidn y en la respuesta a estrés ambiental de la planta.

El ultimo caracter de los componentes de produccidon para el que se han buscado QTL's en
nuestro mapa es produccidon de aceite en toneladas por hectarea y por afio (PO). Para él se han
encontrado dos QTLs, QPO3_5 y QPO6_9. Billotte y col. (2010) mostraron en su mapa que estos QTL's
una fuerte correlacion positiva de estos QTL's con los relacionados con FFB, QFFB3_5 Y QFFB3_6. En el
anexo 3 (Tabla 3.1) se muestra como el QTL, QPO3_5, esta flanqueando por un gen en la parte superior
a una distancia de -0,9cM. Este gen KG258 codifica una proteina que es un enzima malico dependiente
de NADH que participa en la glucolisis (Planxton,1996; Drincovich y col., 2001). En las plantas con
metabolismo fotosintético C3, este enzima localizado en el citosol parece participar en el mecanismo de
defensa de la planta, y en los frutos participa en la respiracidon durante la maduracidn. En los plastidios
de algunos frutos parece implicado en el metabolismo de lipidos (Kilaru y col., 2015), contribuyendo al
desarrollo del embrién por ejemplo en colza (Kang y Rawsthorne, 1994) o en el desarrollo del
endospermo del fruto del ricino (Smith y col., 1992). Loei y col. (2013) han observado que durante la
maduracidén del fruto de la palmera de aceite muchos enzimas glucoliticos estan sobrerregulados para
conseguir mas cantidad de NADPH y piruvato como fuente alternativa de energia que serd utilizada en la
sintesis de acidos grasos. KG259 que se co-localiza a una distancia +0,5cM del mismo QTL codifica un
factor de transcripcion MADS-BOX3, que participa probablemente en el desarrollo de los organos
florales, actuando dentro del modelo de desarrollo como una proteina de clase C o AGAMOUS
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q40704), por lo que su funcidon sea probablemente similar al gen

candidato KG196, co-localizado con QBN3_5 en el GL2.
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Los genes co-localizados en el GL15 flanqueaban al QTL, QPO3_5, por su parte superior con una
distancia maxima de -0.8cM vy por su parte inferior de +1cM. KG262 codifica una misma proteina que
KG195, co-localizado con QFFB6_9 del GL13. Desde el punto de vista de la funcionalidad en relacién al
contenido de aceite en el fruto no existe ninguna literatura que lo refiera en E.guineensis, ni tampoco en
ninguna otra especie modelo o no, aunque si en la respuesta a situaciones de estrés ambiental de la
planta donde este caracter puede presentar una mayor variacién del contenido de aceite en funcién de
las condiciones climaticas (Corley y Tinker, 2003). KG263 es un gen que codifica un enzima cistationina Y
sintasa que participa en la sintesis del aminoacido metionina (Met) precursor de multiples metabolitos
que regulan el crecimiento y la respuesta al medioambiente (Amir y col., 2002). El gen candidato KG264
qgue codifica una proteina proteosoma subunidad a-5 pertenece al complejo20S y esta a su vez a 26S
(Kurepa y col.,2009). Es un enzima del complejo de las proteinasas con actividad dependiente de ATP
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q42134). Diferentes estudios han confirmado sus funciones en la
division y expansion celular, asi como en la tolerancia al estrés oxidativo y durante la senescencia de la
planta (Kurepa y Samlle, 2008; Kurepa y col ., 2009). En palmera de aceite se expresan en los drganos
reproductivos (Xia y col., 2014; Ho y col., 2015) pero no hay una evidencia de su participacion en el
contenido de aceite de los frutos. El ultimo gen co-localizado que en este GL es KG265 que codifica a una
enzima 1 fosfatidilinositol-3-fosfato kinasa 5, FAB1B. Estas enzimas forman parte de la ruta biosintética
de fosfoinositidos, los cuales son lipidos con mecanismos de regulacidn. Se encuentran en el interior de
las membranas celulares donde ejercen mecanismos de reclutamiento de sefiales, regulan las funciones
de las proteinas de membrana o son precursores de metabolitos secundarios, por lo que influyen en
multitud de procesos celulares fundamentales para el desarrollo y funcionamiento de la planta

(Anderson y col., 1999; Falasca y Maffucci, 2009; Heiman, 2016).

Para este mismo caracter en el GL1 se encontré un QTL a una distancia de 92,9cM, del que se
seleccionaron 3 genes co-localizados por su parte inferior a una distancia maxima de 0,7cM del QTL. El
gen co-localizado KG255 codifica una proteina que no estd caracterizada, y por tanto su funcién es
desconocida. KG256 es un gen candidato cuya proteina es cicloartenol-C-24-metiltransferasa 1
implicada en la biosintesis de esteroles (http://www.uniprot.org/uniprot/Q9LMO02), los cuales forman
parte de la fraccién insaponificable del aceite de palma en un bajo porcentaje (Sambanthamurthi y col.,
2000), y son precursores de hormonas esteroideas en las plantas necesarias para el desarrollo y la
fertilidad (Shamsi y col.,, 2012). El gen candidato KG257 codifica una proteina no caracteriza en
E.guineensis, pero el resultado arrojado por blastx en el software B2GO la caracteriza como una proteina
de membrana CP5 que participa en cebada se expresan constitutivamente en los genotipos tolerante a
sequia (Guo y col., 2008). Este gen codifica una proteina de membrana con un dominio de unién de
lipidos START, relacionada con proteinas reguladoras esteroidogénicas, que regula las vias de

sefializacion intracelular de lipidos (Pointing y Aravind, 1999).

El gen co-localizado KG260 con el QTL QPO3_5 del GL3 a 51,9cM codifica una proteina

relacionada con la biosintesis de bases de cadena larga (LCB2a). Esta proteina es una de las subunidades
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del enzima serina palmitoiltransferasa, la cual forma parte del metabolismo de esfingolipidos
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q2R3K3; Teng y col.,, 2008). En A. thaliana, Teng y col.(2008)
concluyeron que los genes LCB1 y LCB2, eran esenciales para el desarrollo y la viabilidad del polen, ese
mismo afo Dietrich y col. confirmaron la implicacion de LCB2 en la viabilidad de los gametofitos en la
misma especie. Las revisiones realizadas hasta la fecha confirman que los esfingolipidos ejercen
funciones esenciales en las membranas celulares y como moléculas de sefalizacion participantes en la
diferenciacion y proliferacion celular, en los mecanismos de apoptosis y en los mecanismos de respuesta

a estrés (Sperling y Heinz, 2003; Markham y col., 2013).

Por ultimo, el gen KG261 co-localizado con dos QTL en la misma posicion codifica una proteina
GEMS, no se obtuvo ninguna anotacion ontoldgica por lo que su funcionalidad se puede caracterizar
unicamente mediante las pocas referencias bibliograficas existentes de este gen en plantas. Estas
proteinas son similares a las proteinas geminin en mamiferos, y en plantas controlan el paso entre la
proliferacion y la diferenciacion celular, y sus funciones parecen relevantes en cuanto a la adquisicién y

mantenimiento de la organizacién multicelular (Caro y Gutierrez, 2007).

5.2.1.2. Caracteres relacionados con componentes de
racimo

En el caracter Fw o peso del fruto (g) se co-localizaron dos genes candidatos, siendo el de mas
relavancia KG146, co-localizado a una distancia de -0.3cM del QTL QFwt_1 pero donde se encuentran en
la misma posicién 3 QTL relacionados con un componente de la produccién que es Bw. Por lo que su
funcionalidad ha sido discutida en el apartado anterior. KG11 es un gen candidato, cuya secuencia
pertenece a un EST obtenido por Bourgis y col. (2011) en el mesocarpo de la palmera de aceite, lo que
es un indicativo de su posible funcionalidad. Codifica una proteina de unidn poliadenilato RBP47B', la
cual pertenece a un grupo de proteinas de union al ARNm que se encuentran en el citoplasma de la
célula, y posee componentes para el inicio de la traduccion de proteinas. Este grupo de proteinas se
producen en respuestas a situaciones de estrés celular o a de bloqueo del inicio de la traduccion celular

(Peal y col., 2011; Muench y col., 2012).

Para el caracter indicador de la calidad del aceite obtenido IV o indice de iodo se obtuvieron 3
genes candidatos co-localizados. KG1, es una secuencia cuyo origen es un microsatélite que se
encuentra en la mismo posicion que el QTL Ql_a en el GL3. Aunque los microsatélites normalmente no
son genes per se, en este caso se obtuvo una homologia con una proteina no caracterizada en
E.guineensis Jacq. de ahi su seleccion. KG135, procede de un EST obtenido por Bourgis y col. (2011) del
mesocarpo de la palmera de aceite, y se encuentra en la misma posicion que el QTL (58,9cM, GL1) por lo
que puede tener una importancia relevante para el caracter. Este gen codifica la misma proteina que
KG179, co-localizado con un QTL de FFB, y cuya secuencia procede de un contig secuenciado y se
encuentra en la misma posicién, por lo que puede ser que este EST sea parte del mismo gen. Como se
ha discutido en el apartado anterior el gen que codifica una enzima hidroxiacil CoA liasa que participa en

el metabolismo de lipidos en el peroxisoma y parecen implicados en los mecanismos de fotorrespiracion
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de las plantas con metabolismo C3. El uUltimo gen candidato co-localizado para este caracter KG12,
también procede de un EST publicado por Bourgis y col. (2011) del mesocarpo de la palmera de aceite
durante su maduracidn, se encuentra co-localizado con dos QTL's en la misma posicién, Ql-j y QLt_W _e,
éste Ultimo relacionado con componentes vegetativos de la planta. El resultado arrojado por BLASTx en
B2Go muestra que codifica una proteina de la superfamilia NAD(P) unida a un anillo Rosmman, estos
anillos son motivos estructurales a los que se unen diferentes co-factores enzimaticos, en este caso
NAD(P)(Bhattacharyya y col., 2012), y los cudles participan en multitud de procesos metabdlicos
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR016040), como por ejemplo en los que participan las enzimas
aldehido deshidrogenasas, sobreexpresadas en condiciones de estrés abiodtico (Kirch y col., 2004;

Strommer, 2011).

Para el caracter PF o proporcidn de pulpa frente a la proporcion de fruto se obtuvo un Unico
gen candidato, KG138, que como puede revisarse en el anexo 3 (Tabla 3.2) estaba co-localizado con
PF_1 en el GL6. Su secuencia pertenece también a un EST expresado durante la maduracién del
mesocarpio de la palmera publicado por Bourgis y col. (2011), y aunque en E.guinensis aparece como
una proteina no caracterizada, los resultados arrojados por B2GO muestran que este gen codifica una
proteina reguladora de la adiposidad (SEIPIN). Este gen estd bien descrito en humanos, donde algunas
mutaciones en él mismo son causantes de una lipodistrofia congénita, en ratones, en Drosophila
melanogaster y en levaduras dénde juegan un importante papel en la formaciéon de los cuerpo lipidicos
(Magré y col., 2001; Cui y col., 2011, 2012; Tian y col., 2011; Cartwright and Goodman, 2012; Bi y col.,
2014). Los cuerpos lipidicos son organulos celulares presentes en la mayoria de las células eucariotas
(Chapman vy col., 2012; Murphy , 2012). Su principal funcién es el almacenamiento de las reservas de
carbono de la célula mediante el secuestro de los lipidos neutros del citosol, aunque también se han
identificado funcionalidades relacionadas con la sefializacidn de lipidos, entre otras (Goodman, 2008;
Murphy y col , 2009; Bozza y col., 2011; van der Schoot y col., 2011; Chapman y col., 2012; Saka y
Valdivia 2012; Zechner y col., 2012). En las plantas superiores, las proteinas que forman los cuerpos
lipidicos son numerosas, por ejemplo las oleosinas, pero se han caracterizado mayoritariamente en los
tejidos de las semillas y érganos florales (Huang, 1992; Tzen and Huang, 1992;Frandsen y col., 2001;Lin y
col., 2005;Huang y col., 2013). Pero, como ha revisado Horn y col. (2013) estan ausentes en la mayoria
de los tejidos vegetativos y en los frutos, incluidos en el mesocarpio de frutos oleaginosos como el de la
palmera de aceite o el del olivo. Seipin se ha identificado en A. thaliana (Chapman y col., 2012) y se ha
comprobado que aumenta los niveles de TAG ,y el tamafio de los cuerpos lipidicos en las hojas y
semillas, y se obtuvo un aumento del 10% en el contenido de aceite de las semillas de las plantas
salvajes. La supresién de este gen mediante ARN interferente produjo el fenotipo contrario (Cai y col,
2015). La presencia de este gen durante el desarrollo del mesocarpio de E.guineensis Jacq. detectada
por el EST colocalizado con el QTL PF sugiere su implicacion en la formacién de los cuerpos lipidicos en el
mesocarpio del fruto, y en la acumulacion de los TAG en él. Aunque se necesitan estudios de expresién y

funcionalidad para determinarlo, una vez obtenidos los resultados de nuestro mapeo por asociacién.
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El dltimo caracter de este grupo es la proporcién de aceite obtenida en relacion al tamafio del
mesocarpio (POP) mostrd 8 genes candidatos co-localizados. Como puede revisarse en los resultados y
en la tabla 3.2 (Anexo 3), K220 y KG221 flanqueaban al QTL, Q%POP_1C por su parte superior en inferior
a una distancia maxima de él de -0,5cM y +0,8cM. KG220 codifica un proteina que es una enzima
cisteina sintasa que participa en la ruta metabdlica del aminoacido cisteina para la asimilacion del azufre
inorganico por la planta (Witrz y col., 2004; Droux,.2004). Ademas, este aminoacido es precursor de
moléculas organicas que contengan azufre reducido, como el glutation implicado en el control redox y
en mecanismos de respuesta a estrés, o en hormonas y co-factores como el acetil CoA (Hoefgen y Hesse,
2008), el cudl es precursor en la sintesis de acidos grasos en las célula. El gen candidato KG221 codifica
una proteina caracterizada como 6 fosfofructoquinasa 3 ATP dependiente (PFK), enzima participante en
la glucolisis que tiene lugar en el citosol y en los plastidios celulares. Bourgis y col. (2011) observaron un
aumento en la expresion de los enzimas de los plastidios que participan en la glucolisis, lo que implicaba
la existencia de mayores tasas de piruvato disponible para la sintesis de acidos grasos. Los EST's que
pertenencian a los genes que codificaban a esta enzima se mostraron elevados durante la maduracion
del mesocarpio de la palmera de aceite, y concluyeron que una mayor producciéon de aceite se
correlacionaba fuertemente con aumentos temporales de transcriptos relacionados con enzimas
participantes en la sintesis de acidos grasos, transportadores de plastidios y enzimas glucoliticas como
PFK, asi como un factor de transcripcién similar a WRINKLED1. Dussert y col. 2013, confirmaron que la
glicolisis via PFK era mas activa en el mesocarpio de la palmera que en el ensorpermo y en su semilla,

dénde parecia estar mas activa la ruta dependiente de fosfato.

Los genes co-localizados con el QTL Q%POP del G 3 a 12,9cM estan también co-localizados con
un QTL en la misma posicion QPO3_5. KG222 y KG223 codifican los mismos genes que KG258 vy

KG259,respectivamente. Estos se encuentran co-localizados con el caracter PO, en la misma posicién.

KG226 Y KG227 flanquean Q%POP_b situado a 86,4 cM en el GL7, con una distancia maxima de
-0,4 y +0,7cM respectivamente. El gen co-localizado KG226 codifica una proteina caracterizada como
Proteasoma 26S no ATPasa subunidad reguladora 1 homodlogo A, unidad que participa en la degradacion
de proteinas por la ruta de la ubiquitina, siendo la ruta mas abundante en plantas
(http://www.uniprot.org/uniprot/048844; Smalle y Viestra, 2004), y esta implicada en la regulacion de
procesos celulares esenciales como el ciclo celular, mecanismos de defensa, transcripcion y transduccion
de sefiales (Hershko,1998). KG227 se caracterizd como un gen que codifica una proteina rodanesa. Estas
proteinas pertenecen a una superfamilia de proteinas versatiles que llevan a cabo multiples funciones
celulares como la resistencia a estrés ambiental y reacciones celulares relacionadas con el metabolismo
del azufre y el ciclo celular. En plantas algunas de estas proteinas se han asociado a los mecanismos de
senescencia de las hojas (Cipollone y col., 2007), y tienen un papel importante en la biogénesis de los

plastidios (Majeran vy col., 2012).

KG224 y KG225 se co-localizaban con Q%POP_c en el GL7, que a su vez estaba co-localizado

con otro QTL en la misma posicién relacionado con el caracter PO correspondiente a componentes de la
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produccion. KG224 codifica una subunidad de un importador mitocondrial TOM20. TOM20 forma parte
de un complejo de translocasas de la membrana mitocondrial externa que facilita el reconocimiento de
proteinas precursoras y su translocacion a través de la membrana externa de la mitocondria (Taylor y
Pfanner, 2004). En A.thaliana se ha concluido que TOM20 funciona como receptor que importa
proteinas precursoras a la mitocondria y parece que es necesaria para la importacion de ARN
transferente junto con los canales VDAC (Salinas y col., 2006; Lister y col., 2007; Homblé y col., 2012).
KG225 es un gen que codifica una proteina caracterizada como proteina ribosémica 60S L7a, encargada

de la sintesis de proteinas a partir de ARN mensajero al igual que KG201 para el caracter BN.

5.2.1.3. Caracteres relacionados con componentes
vegetativos

El principal cardcter para este grupo es la altura de tallo, importante en la palmera de aceite

debido a su elevada altura que hace dificil la identificacion y recoleccion de los frutos maduros. Los
QTL's revisados en el mapa, como muestran los resultados y la tabla 3.3 (Anexo 3), estan relacionados
con el incremento de la altura (Ht) y el crecimiento del tallo (StGr). Lee y col. (2015) publicaron un mapa
de ligamiento donde identificaban QTL relacionados con el incremento de la altura, siendo un QTL del
GL5 el que mayor varianza explicaba, y Billote y col. (2010) en su mapeo de QTLs en un mapa de
ligamiento de multiples parentales también mapeo algunos QTLs relacionados con el incremento de
altura en el GL15. En nuestro mapa, no se han detectado genes candidato co-localizados con QTL
situados en esos grupos de ligamiento, a pesar de estar integrados ambos mapas en él. Posiblemente,
porque si existian QTL's posicionados con el cardcter en estos grupos de ligamiento no se encontré

sentido biolégico en los genes que los flanqueaban.

En el anexo 3 (Tabla 3.3) se muestra que en el grupo de ligamiento 1 fueron 3 los genes que
flanqueban al QTL Qht situado a 93,9cM, y todos lo hacian por encima del mismo a una distancia
maxima de -0,5cM. KG161 se caracterizd como un gen que codifica una cadena catalitica ferrodoxin-
tiorredoxin reductasa (FTR), este gen forma parte del sistema de proteinas de los cloroplastos que
detecta los ambos de potenciales redox y transforma la sefial electrénica en una sefial bioquimica en el
estroma (Schiirman, 2003; Buchanan y col, 2005). Estos potenciales redox se originan a causa de los
cambios de luz que percibe las plantas durante el proceso de fotosintesis, para adaptarse en las
variaciones de los ciclos luz-oscuridad (Dai y col.,2004). Este complejo estd presente en las enzimas
diana encargadas de la asimilacion fotosintética del carbono como el complejo NASP-MDH (EC.1.1.1.82)
que en plantas C3, como E.guineensis Jacq., no estd implicado directamente en la fijacién del carbono, y
dos enzimas del ciclo de Calvin, la enzima fructosa-1,6-bifosfatasa y la enzima gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GADPH) de los cloroplastos (Dai y col., 2000, 2004). Thorméhlen y col. (2015) han
demostrado que este sistema participa en la regulacion del ciclo de Calvin-Benson , el metabolismo del
almidon y en la regulaciéon del crecimiento de la planta bajo diferente condiciones de luz y coordinado
con otro sistema basado en el NADPH relacionado con el metabolismo de los azucares en la oscuridad.

El gen candidato KG162 codifica una proteina caracterizada como GDP-manosa 3,5 epimerasa. Este gen
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altamente conservado en plantas (Wolucka y col., 2003) participa la biosintesis de acido ascérbico
(vitamina C) que en las plantas actia como cofactor enzimatico y como antioxidante, y en la biosintesis
de los polisacdridos que conforman la pared celular. El 4cido ascérbico participa en procesos fisiolégicos
fundamentales como son la biosintesis de la pared celular, de fitohormonas, y de metabolitos
secundarios. Ademas también participa en la division celular, el crecimiento, la resitencia a estrés y en
mecanismos fotoprotectores (Smirnoff y Wheeler, 2000). La inactivacion parcial de este enzima provoca
defectos en el crecimiento de la planta que afectan a la divisién y expansién celular (Gilbert y col., 2009).
En tomate, se observd que mutantes con bajos niveles de estas enzimas y por tanto disminucion de
acido ascoérbico afectaba a la formacion de las células y a una disminucién del crecimiento (Voxeur y col.,
2011). Ademas, por otro lado, Senn y col. (2016) demuestran que el acido ascorbico sintetizado por las
mitocondrias participa en la regulacién de la fotosintesis mediante procesos especificos. Por tanto
ambos genes pueden estar relacionados, aunque no se tiene constancia como puede afectar directa o
indirectamente sobre la altura de la planta, Unicamente sobre su crecimiento en general. El dltimo gen
co-localizado (KG145) en esta posicién procede de un EST secuenciado en las hojas y en el mesocarpio
de la palmera de aceite por Bourgis y col. (2011), y codifica una proteina que es una subunidad 8
catalitica de una celulosa sintasa (CesA8), la cual participa en la formacion de la pared celular secundaria
(Endler y Persson, 2011). En la revisidn realizada por Carpita y McCan en 2015 se recoje que en plantas
con mutaciones en los genes que codifican estas celulosas sintasas se han caracterizado por un colapso
en los vasos del xilema y con menores niveles de celulosa que las plantas salvajes, y una pared celular
mas delgada. En cambio, los fenotipos enanos se han mostrado en genotipos mutantes de genes

relacionados con la sintesis de celulosa en la pared celular primaria.

KG163 co-localizado con QHt (GL1, 95,6cM) codifica un proteina caracterizada como UDP-
arabinopiranosa mutasa 1. Las mutasa pertenecen a una pequefia familia de genes que codifican
proteinas glicosiladas,RGP1, especificas de plantas que estan altamente conservadas en el citosol de la
célula y tienden a asociarse con las membranas del aparato de Golgi (Rautengarten y col., 2011). Estos
genes estan implicados en la biosintesis de polisacéridos no celulésicos de la pared celular como
demostraron Zhao y Liu (2002). También parecen participar en la respuesta a estrés biético (Shelth y
col., 2006) y en el desarrollo del polen durante la mitosis afectando a la divisén celular o a la integridad
de las vacuolas (Drakakaki y col., 2006). Se ha demostrado la importancia del gen que codifica este
enzima en diferentes experimentos demostrando su participacién en el desarrollo de la planta donde
diferentes mutaciones han mostrado fenotipos enanos, retrasos en el crecimiento e infertilidad en

Arabidopsis thaliana y en Oryza sativa (Rautengarten y col., 2011; Konishi y col., 2011).

En los resultados se muestra que en el GL2 se han seleccionado 2 QTLs a diferente altura, y para
cada uno 2 genes candidatos. KG164 (QHtC_1; 127,7cM) co-localizado a +0,2cM del QTL codifica una
enzima pirofosfato de la bomba de protones de la membrana vacuolar(H'PPasa). Esta enzima participa
en el transporte de solutos dependientes de energia a través del tonoplasto o membrana vacuolar

mediante el impulso de protones (Sarafian y col., 1992). Esta bomba de protones participa en la
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elongacién y diferenciacion celular, ya que contribuyen al mantenimiento de la presién osmética y la
expansion vacuolar (Maeshima y col., 1996). También, parece participar en el transporte de auxinas,
hormonas presentes durante el desarrollo y crecimiento de la planta, y su sobreexpresién en
condiciones de estrés abidtico, concretamente sequia y estrés salino, mejoran el crecimiento de la
planta (Gaxiola y col., 2007). KG165 posicionado a la misma distancia que el QTL (127,7cM), codifica una
proteina caracterizada como una enzima Isoleucina ARNt ligasa. Estas enzimas son las responsables de la
unién del ARN transferente, proceso esencial en todas las células eucariotas, después del corte por una
endonucleasa del intrén (Englert y Beier, 2005). Estos autores han sugerido que la funcionalidad en
plantas de esta enzima no estd sujeta Unicamente a los procesos de unién y reparacion de ARNt, si no
que participan en otros procesos celulares no detectados, e incluso pueden utilizarse como una
alternativa para la iniciacion de la traduccién (Englert y col., 2007; Popow y col., 2012). KG166 y KG167
se encuentran posicionados en el QTL QStGr (136,8cM), los dos a una distancia -0,2cM. El gen KG166
codifica una enzima peroxidasa de clase Ill (http://www.uniprot.org/uniprot/Q9FJR1). Estos enzimas
estan implicados en multiples procesos bioldgicos como la detoxificacién del perdxido de hidrégeno, el
catabolismo de auxinas, la biosintesis de lignina durante la formaicdn de la pared secundaria celular y la
respuestas a diferentes tipos de estrés (Tognolli y col., 2002; Cosio y Dunand, 2009). KG167 codifica una
enzima del complejo FTR, al igual que KG161 co-localizado con un QTL del mismo caracter en el GL1, y la
cual participa en la fotosintesis. Ambos genes, co-localizados en la misma posicion en cM, pueden estar
relacionados entre ellos, ya que tanto el mecanismos de fotosintesis como la accidn de las peroxidasas
generan moléculas muy pequefias altamente reactivas del oxigeno (ROS) con una actividad intrinseca en
diferentes respuestas a estimulos ambientales y procesos implicados en la planta como el estrés
oxidativo o la elongacidon celular (Bolwell y col, 2002 ; Schopfer y col., 2002 ; Delannoy y col., 2003;

Liszkay y col., 2004 ; Bindschedler y col., 2006).

El co-localizado KG168 (GL2;QStGr;157,4cM) codifica una proteina asociada a estrés con
dominio AN1 y A20 de dedos de zinc. Su funcionalidad parece estar relacionada con los mecanismos de
respuestas a estrés abidticos (Vij y Tyagi, 2008; Giri y col. 2013). Aunque parece que tambien pueda
estar implicada en la elongacion celular mediante una regulacion negativa de las giberelinas en O.sativa
(Liu y col.,, 2011). Estas hormonas regulan el crecimiento y el desarrollo en procesos como la
germinacion de la semilla, la elongacidn del tallo, la expansidn de las hojas y el desarrollo reproductivo
(Sun y Gubler, 2004).Ademas, en Medicago trunculata, la inhibicidon de la expresién del gen MtSAP1 en
la semilla mostré que estas plantas transgénicas eran mas pequeias en peso y altura que las de tipo

salvaje (Gimeno-Gilles y col., 2011)

En el GL3 Unicamente se selecciond un gen candidato, KG169, co-localizado con QHt (43,1cM).
Este gen codifica una proteina caracteriza como subunidad MU del complejo AP4, la cudl pertene a una
familia de proteinas del complejo adaptador de clatrina. EIl mecanismo de endocitosis de las plantas
depende de esta familia de proteinas. Este mecanismo desempefia un papel fundamental en las

funciones celulares, en el crecimiento y desarrollo de las plantas, la sefializacién hormonal y su
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interaccién con el medio ambiente (Chen y col., 2011). En E.guineensis Jacq, Jeennor y Volkaert (2014)
co-localizaron un gen que codifica una proteina de este complejo con un QTL en el GL15 de su mapa
relacionado con el numero de racimos, pero no encontraron ningun efecto que influyera sobre el
caracter en cuestion. También hay que destacar que Ho y col. (2015) presentaron un transcripto que
s6lo aparecia en las flores femeninas de las palmeras (isotig 31484) que codifica esta misma proteina.
Aunque estos dos estudios no revelan nada importante en cuanto a su funcionalidad en relacién a la
altura de la palmera, si lo hacen en cuanto a su presencia en la especie para la cual estamos buscando

genes candidatos.

En el GL4, 2 genes candidatos estaban co-localizados en los misma posicidon (14cM) a una
distancia de -0,1cM del QTL QHt. KG170 codifica una proteina caracterizada como APO2 P700
fotosistema | que participa en la fotosintesis y por tanto en el metabolismo celular de la planta. KG145
posicionado a la misma distancia del QTL se caracteriza como una proteina mejorada de resistencia
(EDR2), que participa en los procesos de respuesta a estrés bidtico con capacidad de unirse a lipidos de
membrana mitocondrial y activar asi la muerte celular programada mediada por la mitocondria (Tang y
col., 2005). KG171 co-localizado inferiormente al QTL codifica una posible metiltransferasa, cuya
anotacién la clasifica dentro de la superfamilia de S-adenosil-L metionina dependiente. La literatura
muestra una funcidén relacionada con la modificacién de la pectina durante la biosintesis de la pared
celular, y parece que es esencial para el la adhesidn celular y el desarrollo de co-ordinado de la planta
(Krupkova y col., 2007), aunque son necesarios mas estudios para confirmar estd funcién. En el mismo
GL pero a 100,6cM se situa otro QTL QHt y en el que se ha seleccionado un gen co-localizado a -0,2cM
(Anexo 3; Tabla 3.3). KG172 codifica una proteina caracterizada como membrana de union de
esteroides. Su funcionalidad parece relacionada con el metabolismo de hormonas esteroideas en
plantas, concretamente las brasinoesteroides que participan en la regulacion de multiples procesos en
el desarrollo como la elongacion celular, fertilidad, senescencia y fotomorfogénesis, aunque sus
receptores no estdn bien estudiados en las plantas. En A.thaliana se ha caracterizado un gen que
codifica una proteina de la familia de unidn esteroidea y que actia como regulador negativo de la
elongacidn celular inhibiendo la elongacion del hipocotilo en presencia de luz (Yang y col., 2005). Song y
col. (2009) confirmaron que este gen actuaba como regulador negativo de los brasinoesteroides, y Shiy

col.(2011) su actividad en relacién a la fotomorfogénesis durante los ciclos de luz y oscuridad.

En el GL7, los genes candidatos co-localizados KG173 y KG174 codifican una misma proteina
caracteriazada como como subunidad TAP46 reguladora PP2A, ambos genes se encuentran muy
proximos entre si por lo que es probable que en esta region estén posicionados genes de esta misma
familia de proteinas, o bien las secuencias codificantes sean regiones diferentes del mismo gen. De
hecho las proteinas PP2A pertenecen a la familia de enzimas fosfoproteina fosfatasa y cuyas
subunidades se han identificado y conocido su mecanismo regulatorio (Uhrig y col., 2013). El
silenciamiento de genes en Arabidopsis thaliana ha demostrado que TAP46, subunidad reguladora de

PP2A vy sustrato de la reaccion llevada a cabo por TOR (rapamicina proteina quinasa), es crucial para el
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crecimiento y la supervivencia celular, el mecanismo de autofagia y la sintesis de proteinas (Ahn y col.,
2011). Ahn y col (2014) demostraron que la sobreexpresién de este gen induce la modulacion de la
tanscripcion de genes implicados en el metabolismo de nitrogeno, la biogenésis de ribosomas y la
biosintesis de lignina, sugiriendo ademdas que TAP46 modula el crecimiento de las plantas, y la via de

regulacion mediada por TAP46 es independiente a la regulacién del tamario del 6rgano.

KG175 y KG176 se co-localizaron a nivel inferior del QTL QHt (Chr8; 69,8cM). El gen co-
localizado KG175 codifica una proteina caracterizada como LORELEI anclada a GPI implicadas en la
fertilizacidn y presente en el gametofito femenino (http://www.uniprot.org/uniprot/B3GS44; Capron y
col., 2008; Tsukamoto y col., 2010). Este gen no parece tener una relacion directa o indirecta con la
altura de la palmera, y no hay informacién disponible que lo pueda asociar. Pero se ha seleccionado por
su posible implicacidn en otros caracteres de importancia como FFB, FN o BN que pueden depender del
numero de inflorescencias femeninas, entre otras. El gen co-localizado KG176 se ha caracterizado como
una proteina que contiene un dominio repetitivo WD. Los resultados de anotacién no mostraron
ninguna anotacién ontoldgica, y segln la anotacion del gen en NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=xp_010928199) se caracteriza dentro de la familia de
dominio WD40. Este dominio que aparece en multitud de proteinas eucariotas con funciones diversas
como reguladores de la sefial de transduccidn, el procesamiento del pre-ARNm ARNm y ensamblaje del

citoesqueleto (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=271593).

KG177 (GL10;QHt;90,4cM) se caracteriza por codificar el dominio de una proteina AGENET
homéloga a un dominio de Bromo adyacente (http://www.uniprot.org/uniprot/Q8L7Q0). En
E.guineensis Jacq es una proteina no caracterizada LOC105053217, desconociendo su funcionalidad,
aunque este dominio se ha encontrado en reguladores de la cromatina y en motivos de reconocimiento
de ARN (RRM) (Cousthman y col., 2014) por lo que puede estar implicado en el control epigenético. El
gen co-localizado con QHt (66,6cM) en el GL11 codifica una subunidad del complejo THO que parece
desempefiar un papel importante en el sistema inmune innato de la planta
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q93VM9), en el silenciamiento de ARN (Yelina y col., 2010), asi como

en la generacién de ribonucleoproteinas mensajeras funcionales (Furumizu y col., 2010).

En el GL12 se seleccion6 un gen co-localizado con dos QTL's relacionados con componentes
vegetativos en la misma posicidén, uno de los cuales estaba relacionado con un caracter no sujeto a
estudio en esta tesis, que es la anchura media del peciolo de la hoja (P_w_F). La secuencia de este gen
procede de los EST's secuenciados por Bourgis y col. (2011) en el mesocarpio del fruto (M01000023551)
y codifica una proteina que es una enzima manano sintasa que pertenece a la familia de genes celulosa
sintasas que participan en la formacién de la pared celular en las células vegetales. Las manano sintasas
contribuyen al crecimiento de la pared celular primaria mediante la sintesis de las hemicelulosas

manano y glucomanano.
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5.3. Genes candidatos conocidos

La ultima herramienta para la busqueda de genes candidatos fue la gendmica comparativa
mediante la busqueda de genes candidatos en la informacién existente de genes que pudieran estar
relacionados con los caracteres de interés agrondmico que se quieren estudiar en esta tesis. Asumiendo
que esta técnica, sobre todo para caracteres complejos, no siempre es efectiva por las diferencias
bioldgicas entre especies, ya que ocasiona una heterogeneidad genética o diferencias relativas al
proceso de evolucién (Zhu y Zhao, 2007). Esta herramienta es util cuando los genes proceden de la
misma especie o de especies relacionadas filogenéticamente (genes ortélogos), o cuando se seleccionan
regiones altamente conservadas de esos genes entre especies no relacionadas. De los 119 genes
seleccionados como candidatos 80 son genes presentes en el género Elaeis, 19 de la especie modelo por
excelencia en plantas Arabidopsis thaliana, y el resto de las secuencias de genes proceden de especies
de cultivos oleaginosos como Olea europeae o Jatropha curcas, o de especies que forman racimos con
frutos como Vitis vinifera. Para determinar la funcionalidad de estos genes en nuestra especie se utilizd
el método BLASTx basado en comparaciones de pares de secuencias para determinar su homologia con
E. guineensis Jacq, asumiendo el posible error que puede arrojar esta metodologia de que el resultado
obtenido no siempre es el mas cercano filogenéticamente hablando (Koski y Golding, 2001). Esto es
debido a que en esta metodologia sélo se tiene en cuenta el mejor hit en la especie de interés, en este
caso E.guineensis Jacq., o de una especie de la misma familia, como E. oleifera o cercana
filogenéticamente como P.dactylifera. Los resultados obtenidos mediante este andlisis mostré una alta
homologia de las secuencias en nuestra especie, no inferior a un e-valor 1E- 20, que junto con las
evidencias obtenidas en la bibliografia, en la inclusion en patentes publicas y por las anotaciones
ontoldgicas mostradas, fueron suficientes para su seleccion. No se han publicados estudios similares a
este, donde los caracteres de interés agrondmico sujetos a estudio son tan numerosos. Por ejemplo,
Fusari (2010) en su tesis doctoral realizada en Girasol utilizé genes candidatos en A.thaliana y otros
genes que tenian un rol empirico en procesos de defensa, utilizando para determinar la ortologia un
analisis filogenético de las secuencias. Sharma y Chauhan en 2012 identificaron "in silico" algunos de los
genes que participaban en la biosintesis y acumulacion de aceite en semillas de cultivos oleaginosos de
cuatro especies Arabidopsis, Brassica, soja y semillas de ricino y mediante gendmica comparativa,
utilizando el algoritmo ClustalW y BLAST, identificaron las variaciones en las secuencias de esos genes y

las asociaron al contenido y composicidn de aceite en las semillas.

En la tabla 5.1 (Anexo 5) se muestra la agrupacién de los genes candidatos seleccionados en
relacidn a su participacidn en los diferentes procesos fisiolégicos en los que participan y su relacion
hipotética con los diferentes caracteres agrondmicos. Los procesos fisioldgicos considerados estaban
relacionados con el proceso de fotosintesis, el desarrollo del fruto, su calidad, procesos de crecimiento y
desarrollo, elongacién de la tallo, factores de transcripcion y metabolismo de lipidos, por la implicacién

que puedan tener en los caracteres de estudio como se ha discutido con anterioridad.
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Los genes que se resaltaron en los resultados de este capitulo, apartado 4.3, se seleccionaron
por su gran implicacién en los procesos de mejora en la especie y con algunos caracteres de interés.
KG120 denominado como gen "Shell" e identificado por Singh y col. (2013b) es el responsable de las
diferentes formas que pueden presentar los frutos, y por tanto del contenido de aceite del mesocarpio
como ya se ha explicado en la introduccién de esta tesis. El gen "VIR" (Singh y col., 2014) es el
responsable de la variacidon del color del fruto a medida que madura, y facilita por tanto la identificacion
del grado de madurez del fruto. Otros genes importantes previamente identificados fue el gen que
codifica la enzima asparagina sintasa (KG233 y KG234) el cudl es responsable de fenotipos enanos en
algunas especies de plantas y, por tanto, puede estar infimamente relacionado con el caracter Hl y el
fenotipo deseado en las palmeras de aceite (Lee y col., 2015). Morcillo y col. (2013) identificaron el gen
qgue controlaba la enzima lipasa, que bien no se relaciona con ningun caracter sujeto a estudio, pero si
es interesante porque esta enzima, presente en el mesocarpio, hidroliza los triglicéridos aumentando el

contenido de acidos grasos libres y devaluando la calidad del aceite.

En plantas la ruta biosintética de acidos grasos de novo esta conservada aunque hay variaciones
en cuanto a contenido y composicién de acidos grasos en cada especie (Sharma y Chauhan, 2012), por lo
gue es una buena eleccion para la busqueda de genes candidatos relacionados con la calidad y el
rendimiento de aceite en E.guineensis Jacq. De hecho, algunos autores como Bourgis y col. (2011),
Tranbarger y col. (2011), Dussert y col. (2013) y Teh y col.(2013) la han estudiado a nivel transcriptémico
y metaboldmico con anterioridad, aportando una buena herramienta para la seleccién de posibles genes

candidatos para los caracteres relacionados como IV, PO o POP.

Los genes implicados en el desarrollo del fruto pueden aportar informacién relativa a los
caracteres FN y FW. Por ejemplo, KG242 es un gen que codifica una proteina receptora de etileno. Estas
hormonas en plantas participan en diferentes procesos como el desarrollo y el crecimiento de la planta,
o en la maduracidn del fruto. De hecho, Tranbarger y col. (2011) lo identifica durante la maduracidn del
fruto de la palmera de aceite africana. Los factores de transcripcion MADS-Box también pueden
utilizarse como posibles genes candidatos debido a que controlan el desarrollo floral, y pueden estar
implicados en el desarrollo del fruto (Seymour y col., 2008; Pabdn-Mora y col., 2014). Por tanto pueden
estar implicados también en el cardcter FFB, en el que influye el sex ratio o proporciéon de
inflorescencias femeninas como se ha discutido anteriormente. Adam y col (2007) caracterizaron los
genes MADS box que participan en la determinacion de la estructura floral en la palmera de aceite
africana aportando una buena herramienta de seleccion de genes candidato, y algunos de ellos
participan en la maduracion del fruto (Trabanger y col.,2011). Como ejemplo el gen candidato KG123
codifica una proteina caracterizada como factor de transcripcion MADS BOX GLO2. Este gen pertenece a
la familia GLO/PI que se expresa en el desarrollo de las flores en E.guineensis Jacq. (Adam y col., 2007),
pero que en el caso del desarrollo del mesocarpio sélo se expresa uno de ellos EgGLO1, por lo que

Trabanger y col. (2011) postulan que es el mimo gen el que participa en durante los dos estados de
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desarrollo, floral y el del fruto, o bien se ha producido una duplicacién y es ese otro gen divergido el que

ha adquirido una nueva funcién relacionada con el desarrollo del fruto.

En cuanto al grupo que hace referencia a la elongacion del tallo, proceso que hemos
relacionado con el caracter "altura de tallo"(Hl), algunos de los genes seleccionados como candidatos
mostraban fenotipos enanos, debido a mutaciones en el gen, justificando asi su seleccidon debido a que
el objetivo es conseguir una disminucién en la altura de la palmera, tal y como se ha discutido en
apartados anteriores. Es el caso de KG286 gen que codifica una proteina DELLA reguladora negativa de
la sefializacién de las hormonas giberelinas, y que sus mutaciones dominantes ocasionan fenotipos
enanos y han sido responsables del aumento del rendimiento en las cosechas de arroz y maiz (Asano y

col., 2009; Lawit y col., 2010).

También se han seleccionado genes participantes en el proceso fotosintético por ser el
elemento clave de suministro de energia de la planta, y por tanto del resto de procesos metabdlicos que
ocurren en las plantas. Ademas de genes que participan en el desarrollo y crecimiento celular, y por
tanto de la planta porque podrian estar implicados indirectamente en alguno de los caracteres de
estudio. Como ejemplo el gen candidato KG87 es un gen que codifica una proteina relacionada con el
metabolismo de las auxinas, hormonas que regulan el crecimiento en las plantas y que influyen en la
division, elongacidn y diferenciacion celular, impactando fuertemente sobre la forma final y funcién de

las células y tejidos en las plantas superiores (Ljung, 2013).

Para finalizar esta amplia discusion sobre los genes candidatos seleccionados, es importante
destacar que serdn los SNP que se presenten en los genotipos de nuestra especie y dentro de los genes
especificos los que los hagan genes candidatos reales y no hipotéticos para este estudio de mapeo por

asociacion, lo que se desarrolla en el siguiente capitulo de esta tesis.
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3. SECUENCIACION DE AMPLICONES E IDENTIFICACION DE PATRONES

1. INTRODUCCION

Después de la seleccion de los genes candidatos, la siguiente etapa del mapeo por asociacion es
la busqueda de variaciones genéticas de la poblacién de mapeo en esos genes candidatos (genotipado),
para posteriormente buscar asociaciones entre esos cambios del genotipo con la variacién fenotipica de
los individuos en los caracteres de interés. La identificacion de estas variaciones genéticas en los
estudios de mapeo por asociacion es crucial para el desarrollo de marcadores genéticos, dénde los SNPs
e "Indels", término que engloba las inserciones/delecciones que pueden existir a lo largo del genoma,
son los marcadores por excelencia, por su abundancia y amplia distribucién en los genomas de las
células eucariotas (Rafalski, 2002; Fusari y col., 2008; Riju y Arunachalam, 2009; Grattapaglia y col.,
2011; Hayward y col., 2012).

Los SNPs se definen como las variaciones que ocurren en la secuencia gendémica de los
individuos de una poblacion o entre pares de cromosomas de un individuo a nivel de un unico
nucledtido. Se clasifican en tres categorias diferentes: transversién (C/G, A/T, C/Ay T/G), transicién (C/T
o G/A) e insercion/deleccidon (indels). Estos marcadores codominantes pueden localizarse en las
regiones codificantes y no codificantes de los genes, y en las regiones intergénicas. Ademads, los SNPs
son marcadores estables, reproducibles y altamente heredables en comparacidén con otros marcadores,
como los AFLPs y SSRs. Aunque los SNPs pueden presentar cuatro posibilidades diferentes, una por cada
nucledtido, los estudios han demostrado que sélo son dos las posibilidades que se encuentran en un
mismo loci de una poblacién determinada (Brookes, 1999). Esta condicidn de bialelismo podria ser una
desventaja frente a otros marcadores como los SSRs, pero su abundancia y estabilidad en el genoma lo
compensa, ya que se ha demostrado que su frecuencia en el genoma de las plantas es muy superior a
los SSRs (Kwok y col., 1996; Fusari y col., 2008), determinado como 1SNP por cada 100-300pb (Gupta y
col., 2001), proporcionando por tanto una alta densidad de marcadores por ejemplo cerca de una region

de interés.

Los SNPs son marcadores directos, representan la diferencia en un Unico nucledtido entre dos
individuos en una regién determinada, y la informacién proporcionada por su secuencia muestra la
naturaleza exacta de la variacién alélica (Berkman y col., 2012). Esta variacién puede influir en el
fenotipo mostrado por la planta, como se muestra en la figura 1, ya que los cambios en el genoma
pueden alterar las funciones de genes importantes y su expresién, como lo recoge la revision realizada
por Huqg y col. (2016). Por tanto, mediante estos marcadores se pueden detectar las diferencias en
diferentes loci del genoma o regién seleccionada entre un gran numero de individuos, no sélo
individualmente, sino también mediante los haplotipos que pueden mostrar. Entendiendo por haplotipo
en este caso a la combinacién de alelos estrechamente ligados al loci que tienden a heredarse juntos

(Rafalski, 2002).
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INTRON 1 INTRON 2 INTRON 3

EXONI || ExoN2 || EXON3 . GC
o

[V

TRANSCRIPCION

EXON1 | EXON2 | EXON3 | EXON4 | [ <
| TRADUCCION
ENZIMA
SNP no sindnimo SNP sinénimo

SECUENCIA AUGGCAAGCAUCCUGGUACUAUACUCGCGAAGGGGAGCUGAACUCACG
Met Ala Ser Ile Leu Val Leu Tyr Ser Arg Arg Gly Ala Glu Leu Thr

SECUENCIADE  AUGGCAAGCGUCCUGGUACUAUACUCCCGAAGGGGAGCUGAACUCACG
REFERENCIA Met Ala Ser Val Leu Val Leu Tyr Ser Arg Arg Gly Ala Glu Leu Thr

EI SNP puede influir en la actividad enzimatica

Figura 1: Representacion del rol de un SNP sobre la funcidn de un gen que codifica un enzima y como puede
modificar un cambio de aminoacidos la actividad del mismo. Met, Metionina; Ala, Alanina; Ser, Serina; lle,
Isoleucina; Leu, Leucina, Val, Valina; Tyr, Tirosina; Arg, Arginina; Gly, Glicina; Glu, Acido Glutamico y Thr, Treonina.
Adaptada de Huq y col. (2015). Los SNPs posicionados en las regiones codificantes no necesariamente cambian la
secuencia de aminoacidos de la proteina que se produce, debido a la degeneracion del codigo genético. Se conocen
como SNP sinédnimos o mutacion silenciosa a aquellos SNPs situados en las regiones codificantes que no producen
variacién en la secuencia polipeptidica, en cambio los que si producen un cambio en la proteina se denominan no-
sinébnimos. Pero, los SNPs que estan fuera de estas regiones codificantes pueden tener consecuencias en las
modificaciones post-transcripcionales en las que un Unico gen puede codificar multiples proteinas o "gene splicing",
en la union de los factores de transcripcion o en la secuencia de ARN no codificante, pudiendo originar cambios en
el fenotipo (Riju y Arunachalam, 2009; Patnala y col., 2013).

Los SNPs se aplican también en diferentes cultivos para: 1. la construccidon de mapas genéticos
de alta densidad y mapeo de QTLs como se presenta en una revisién realizada por Mammadov y col.
(2012) en especies como arroz, trigo y soja, entre otras; 2. la integracion de mapas fisicos y genéticos, ya
que permiten ordenar fisicamente los "contigs" de los diferentes cromosomas (Rafalski, 2002; Hayward
y col. 2012); 3. la caracterizacion del germoplasma y el estudio de poblaciones (Grattaplagia y col.,
2011; Hayward y col., 2012). En el género Elaeis que engloba a la palmera de aceite africana y americana
son numerosos los estudios realizados con este tipo de marcadores pero con diferentes aplicaciones,
como el analisis de la diversidad genética, la identificacion de genes como Shell, Virescens, y Asparagina
sintasa, el mapeo de QTLs, el mapeo genético de alta densidad y en un estudio de asociacién abordado
por la genotipificacion de marcadores homogéneamente distribuidos en el genoma o "Genome-Wide"
(Riju y Arunachalam, 2009; Shing y col., 2013b, 2014; Jeennor y Volkaert, 2013; Pootakham y col.,2013;
Ting y col., 2014; Lee y col. 2015; Ongy col., 2015; Teh y col., 2016).

El genotipado del conjunto de individuos que componen la poblacién de mapeo puede
realizarse mediante la identificacion de SNPs de novo, bien a lo largo del genoma o bien en regiones
especificas, o si estos ya han sido identificados previamente en la poblacién mediantes técnicas de re-

secuenciacion y analisis bioinformaticos. Las identificacion de SNPs de novo se lleva a cabo por
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diferentes métodos que combinan técnicas de secuenciacidn masiva con analisis bioinformaticos que
permiten la comparacion de las secuencias entre diferentes individuos. En la actualidad, las técnicas mas
utilizadas para el descubrimiento de SNPs de novo estan basadas en el analisis in silico de las numerosas
librerias de EST disponibles en diferentes cultivos, junto con su re-secuenciacién, o bien en funcion de la
existencia de genoma de referencia en el cultivo o no, en la secuenciacién masiva mediante tecnologias
de ultima generacidn y andlisis comparativo con el genoma de referencia o con un genoma en sintenia
con la especie (Ganal y col., 2009; Grattapaglia y col.,, 2011). Las secuencias obtenidas permiten
identificar facilmente los SNPs ya que se obtienen de un pool de ADN de germoplasma diverso con una
cobertura del genoma redundante (Grattapaglia y col., 2011). El desarrollo de estos marcadores de novo
es muy costoso debido a los altos costes de secuenciacidn y genotipado, por lo que sélo es justificable su
aplicacién en cultivos con alto valor comercial (Khan y Korban, 2012). En el caso de que los marcadores
ya estén desarrollados, se utilizan técnicas como los ensayos Tagman®, ensayos iplex Gold, o el fundido
de alta resolucion (High Resolution Melt (HRM)) que permiten la identificacion multiplex de los SNPs en

la poblacién de estudio (Figura 2) (Kumar y col., 2012; Patel y col., 2015).
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Figura 2: Técnicas para el genotipado de SNP's. a) Ensayos Tagman® basados en sondas alelo especificas marcadas
con fluordforos (recuperado de Braindamaged,2009©) ; b) Ensayos iplex GOLD (Sequenom) basados en la extension
del cebador en una Unica base y andlisis posterior en un espectofotémetro de masas MALDI TOF (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization Time of Flight) (recuperado de www.biotechniques.com); c) HRM A. Los fragmentos de
ADN se amplifican intercalando un fluorescente en el ADN que se desnaturaliza con calor y se enfria, a
continuacién. Después del enfriamiento se formaron un heterocigoto (W/U), y dos homocigéticos (W/W y U/U). B.
Los resultados se muestran en las curvas de fusidon durante la desnaturalizacion. La deteccidén de los SNP se realiza
por el cambio de temperatura en la curva de fusidon durante la desnaturalizacién debido a la variacién en la
temperatura de fusién del cebador por el cambio de base o a la variacion de las formas en la curva de fusion cuando
hay heteroduplex (recuperado de Meistertzheim y col., 2012).
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Una de las técnicas desarrolladas en la ultima década en cultivos con genomas de gran tamario
y diversidad es el genotipado por secuenciacion o GBS (Elshire y col., 2011; He y col., 2014). Mediante
esta técnica se descubren nuevos marcadores al mismo tiempo que se genotipa la poblacién, gracias a
las tecnologias de secuenciacidn de segunda y tercera generacion o next generation sequencing (NGS).
Es un sistema multiplexado para la construccién de librerias de representacién reducidas desarrollado
por lllumina NGS (Elshire y col., 2011). Sus caracteristicas como el bajo coste de sus componentes, un
manejo reducido de la muestra, un menor nimero de etapas de PCR y purificacion, no necesita
fraccionamientos por tamafos ni hay limites de secuencias de referencias, un cddigo de barras o
"barcode" eficiente, entre otras (Davey y col., 2011), hacen que sea una de las técnicas mas elegidas en
los andlisis de mapeo por asociacion mediante la genotipificacién a lo largo del genoma (Genome-wide
AM), como postulan Khan y Korban (2012). Asi lo demuestran algunas de las publicaciones en diferentes
especies como arroz, soja o sorgo (Huang y col., 2010; Morris y col., 2012; Sonah y col., 2015; Iquira y

col., 2015).

Los estudio de mapeo por asociacion basados en genes candidatos requiere la identificacion
de los SNP entre las lineas de estudio y dentro de los genes candidatos (Zhu y col., 2008). En este caso,
el método mas sencillo es la secuenciacion de amplicones por PCR, o su re-secuenciacién, si
previamente han sido detectados los SNPs (Hayward y col., 2012), en varios individuos genéticamente
distintos que forman parte de la poblacidn seleccionada para llevar a cabo el andlisis de asociacion. La
amplificacién por PCR se utiliza para aislar la secuencia de interés utilizando el ADN de la poblacidn,
individualmente o agrupado, como molde. Los amplicones de los genes candidatos pueden combinarse
mediante multiplexado y secuenciarse juntos, siempre y cuando las lecturas de las secuencias de estos
amplicones sean suficientes para poder alinearse con el ADN de referencia (Henry y col., 2012).
Mediante comparacién con la secuencia original se extraen los diferentes polimorfismos, y los andlisis y
ensayos posteriores se centran en esos marcadores. Aunque esta estrategia es costosa y requiere
numerosa mano de obra, los resultados son exitosos cuando se necesita analizar un nimero moderado

de SNPs.

Los avances en las técnicas de secuenciacién han aumentado las publicaciones en plantas como
citricos, cacahuete o en colza, entre otras, en las que se aplica la secuenciacion de amplicones
(Durstewitz y col., 2010; Kharabian-Masouleh y col., 2011; Curk y col., 2015; Guo y col., 2015), ya que los
niveles de la cobertura de secuenciacién son significativamente mds altos que en la secuenciacién por el
método clasico Sanger (Henry y col.,, 2012). Aunque estas técnicas de secuenciacion masiva de
amplicones de PCR producen lecturas mas cortas y con mayores tasas de error que la secuenciacion
tradicional Sanger (Sanger y col., 1977), se compensa con las multiples reacciones de secuenciacién en
paralelo que realizan generando un gran volumen de datos con un costo relativamente bajo y en menor
tiempo de multiples genotipos ( M. Perez de Castro y col., 2012; Berkman y col., 2012; Liu y col., 2012).

La gran capacidad que muestran estas técnicas de secuenciacidon hacen que los amplicones que se
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obtienen tengan una cobertura significativamente mas alta que en la secuenciacion Sanger, asegurando

que el cambio de base pueda definirse como SNP (Henry y col., 2012).

Las plataformas de nueva generacion mas recomendadas para la secuenciacién masiva de
amplicones son lllumina (www.illumina.com), Roche 454 (www.454.com), lon torrent PGM (Clarke y
col., 2014) y lon Proton (www.thermofisher.com). Se han utilizado, por ejemplo, en estudios de
mutaciones inducidas EcoTILLING para conocer la variacion natural del germoplasma en diferentes
especies como tomate, arroz, trigo, tabaco o lino (Rigola y col., 2009; Tsai y col.,2011; Reddy y col.,
2012; Galindo-Gonzalez y col., 2015). De estas plataformas, la plataforma lon torrent PGM presenta el
coste mas bajo por secuenciacién en comparacién con otros sistemas, puede generar un tamafo de
amplicén de hasta 400pb aunque la media es de 200pb, el volumen de lecturas por sesion de
secuenciacion puede alcanzar hasta 1Gb en funcién del chip utilizado, el tiempo de secuenciacidon
maximo es de 4h, y los datos de salida son facilmente manejables para poder ser interpretados (Liu y
col., 2012; Quail y col., 2012 Grada y Weinbrecht, 2013; Galindo Gonzalez y col., 2015). Aunque su tasa
de error es mayor (aprox. 1.8%), si la cobertura de la secuenciacion es suficiente presenta menos falsos

positivos que otras plataformas (Quail y col., 2012).

La técnica de estas plataformas requiere de la creacion de librerias en las que se aplican
secuencias adaptadoras en los extremos 5' y 3' de las secuencias de ADN que se quieren secuenciar.
Ademas, también mediante secuencias cortas (4-10pb) denominadas MIDS (identificadores multiplex) se
identifica individualmente el ADN de cada genotipo, permitiendo crear una unica libreria para
secuenciar (Binladen y col., 2007; Meyer y col., 2010). En el caso de lon Torrent™ PGM, una vez creada
la libreria, esta se amplifica por clonacidn en las particulas lon Sphere ™ (microesferas) mediante una
PCR de emulsion, con el objetivo de que cada particula contenga multiples copias del fragmento de ADN
adosado a la misma (Figura 3a). Estas particulas junto con la muestra amplificada se introducen en el

chip de lon torrent para ser secuenciado por el equipo lon PGM™ (Figura 3b).
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Figura 3: Etapas de la PCR de emulsion y Chip de lon Torrent (recuperada de Viestraete, 2012).a) Las moléculas
individuales de ADN se aislan en microesferas recubiertas con cebadores en burbujas acuosas en una fase oleosa.
Posteriormente, mediante una PCR se recubre cada microesfera con copias clonales de la libreria y se inmovilizan
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para ser secuenciadas; b) Chip lon Torrent. Estos chips contienen millones de micropocillos con sensores que
permiten la deteccidon de los cambios producidos por la liberacidon de una molécula de H+ cuando los nucledtidos se
han incorporado a la cadena de ADN clonal amplificada unidas a la microesferas de cada pocillo (Merriman vy col.,
2012).Existen tres tipos de chip con capacidades diferentes: lon 314™ con un millén de pocillos y una capacidad de
lectura de hasta 20Mb, lon 316™ con 6 millones de pocillos y una capacidad de lectura de hasta 200Mb y lon 318™
con 11 millones de pocillos y una capacidad lectura de hasta 1Gb.

lon torrent™ PGM utiliza una tecnologia de secuenciacion semiconductora, en la que cuando
un nucledtido se incorpora por la polimerasa a la cadena de ADN, se libera un protén, que produce un
cambio de pH. El chip recibe un nucledtido tras otro, cuando no es el nucleétido correcto no hay
variacién de voltaje y es eliminado. En cambio, cuando se incorporan dos nucleétidos seguidos, el

voltaje que se detecta es el doble (Flusgbergy col., 2010) (Figura 4).

Sensing Layer
Sensor Plate
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icon Substrate  receiver

Figura 4: Secuenciador lon Torrent PGM y mecanismo de secuenciacién (recuperada de Vierstraete, 2012).

Junto con el desarrollo de las tecnologias de secuenciacién NGS se han desarrollado nuevos
algoritmos y herramientas bioinformaticas para facilitar el manejo y la interpretacion de los datos de
salida de estas plataformas, asi como para la identificacion de SNPs e Indels. La gran cantidad de
lecturas que generan estas plataformas requiere de la aplicacién de algoritmos que haga posible
descubrir estos SNP e indels (Batley y Edwards, 2009), a partir del archivo bruto obtenido de la
secuenciacion, normalmente FASTQ, dénde se agrupan las lecturas y la calidad de sus bases. Para la
identificacion de SNP de novo es necesario diferenciar entre su descubrimiento a lo largo del genoma o
en regiones determinadas como pueden ser en genes concretos, ya que en el primer caso los algoritmos

para el mapeo de las secuencias a lo largo del genoma deben ser mucho mas potentes.

En el primer caso es necesario algoritmos de mapeo de las secuencias mas potentes como
BLAT, MAQ, Bowtie, SOAPaligner/SOAP2, BWA y BFast. Estos algoritmos se basan en la alineacion de
secuencias en dos etapas: 1. Busqueda heuristica de los lugares de alineacion de los resultados por
indexacion con la secuencia original, y 2. Alineamiento real con la misma (Lee y col., 2011). Si no hay un

genoma de referencia se utilizan estrategias de ensamblaje de novo que comparan las lecturas entre los
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diferentes genotipos. Los archivos generados por los programas de mapeo son los utilizados para la
identificacién de los SNPs, en los que es necesario aplicar diferentes criterios estadisticos y empiricos
como el nimero de lecturas maximo y minimo en funcién del volumen de datos obtenidos de la
secuenciacion, la calidad y la relaciéon de bases de consenso, entre otros. Pero estos criterios se deben
ajustar a la longitud de secuencias obtenidas y a la cobertura de los datos alcanzados por la
secuenciacion mediante estas plataformas (Kumar y col.,, 2012). Existen programas que permiten
visualizar graficamente los datos generados durante el mapeo de las secuencias para facilitar la
interpretacion y el manejo como puede ser TABLET, SNP Vista o Savant, asi como para la identificacion
de SNP e Indels como SAMTools, SNVer o SOAPsnp, entre otros, como se muestra en la revision
realizada por Kumar y col., (2012).En el caso de la secuenciacién de una regién determinada del
genoma, o de la secuenciacién de genes determinados como es el caso de la secuenciacion de
amplicones, es suficiente comparar las secuencias obtenidas entre si y con la secuencia de referencia

mediante algoritmos mas sencillos como BLAST (Ganal y col., 2009) o ClustalWw.

Aunque el principal reto es predecir si estos polimorfismos son debidos a un error de
secuenciacion, ya que como se ha dicho anteriormente se sacrifica la calidad de las secuencias obtenidas
en favor de la generaciéon de un gran numero de datos (Lai y col., 2012), lo que puede impedir la
identificacidon de polimorfismos relevantes biolégicamente, o asignar falsos positivos. Las confusiones a
la hora de determinar si un SNP es verdadero o no dependen de la plataforma de secuenciacion
utilizada, pero las mas generales son la presencia de elementos repetitivos, paralogos y secuencias
incompletas (Treangen y Salzberg, 2012). La identificacion de SNPs mejora significativamente cuando se
utilizan criterios para el filtrado de los datos especificos a las caracteristicas del genoma y al conjunto de
datos. Una opcién es comparar el conjunto de datos de un genotipo y eliminar aquellos que presenten
grandes diferencias entre si, ya que esta estrategia identifica la mayor fuente de error como se ha
demostrado en el proyecto 1000 genomas que identifica las variaciones en el genoma humano
mediante la secuenciacién de multiples poblaciones (Durbin y col., 2010). Otros criterios de filtrado que
mejoran la exactitud de esta busqueda pueden ser el nimero minimo de lecturas por genotipo, mas del
90% de nucledtidos de un genotipo estén en la misma posicion o evitar el enmascaramiento de SNP en

homopolimeros con una longitud de la cadena de bases determinada, entre otros (Kumar y col., 2012).
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2. OBJETIVOS

En esta tesis doctoral, se utiliza la plataforma lon torrent PGM para la secuenciacién de los
genes candidatos seleccionados en el capitulo 2 y el genotipado de la poblacidon de mapeo en esos genes

candidatos. Los objetivos de este capitulo son:

i Secuenciacion de los genes candidatos y genotipado de la poblacidon de mapeo por asociacion.
ii. Identificacion de SNP e Indels en los genes candidatos.

iii. Determinacion de la composicién alélica de cada genotipo de la poblaciéon de palmera de
aceite.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. Material Vegetal

El material vegetal utilizado para el mapeo por asociacion tiene la misma procedencia que el
material utilizado para la busqueda de posibles genes candidato mediante expresién diferencial,

desarrollado en el capitulo 2, apartado 3.1.1 de esta tesis, (Figura 2).

De las 440 familias descendientes de los diferentes cruces DxP, se seleccionaron 242 genotipos
que se fenotiparon durante 10 afos para los mismos caracteres de interés agrondmico sujetos a estudio
(Capitulo 3; Apartado 3.1.2; Tabla 2). De estos 242 genotipos, 202 genotipos se seleccionaron
considerando el mejor y el peor fenotipo. Las muestras vegetales de hoja se recolectaron durante el mes
de mayo de 2012 en la estacidén experimental de PT Binasawit Makmur, en Surya Adi Estate (latitud:
105°2’0”- 105°4’0” E, longitud: 04°1’0” — 04°2°0"S, elevacion: 28m) y perteneciente a la provincia de Sur

Sumatra (Indonesia).

Los 40 genotipos restantes pertenecian a las 29 familias utilizadas para el analisis BSA cDNA-
AFLP. Para aplicar el mapeo por asociacion se seleccionaron los individuos que mostraban el mejor vy el
peor fenotipo para cada uno de los caracteres de interés, al igual que en los 202 genotipos. En este caso,

las muestras vegetales (hoja) se recogieron durante abril de 2011, en la misma localizacion.

3.2. Métodos

3.2.1. Extraccién de adn gendmico del material vegetal

Las hojas de estos 40 genotipos se cortaron en cuadrados de 2x2mm y se introdujeron en tubos
eppendorf en RNA later (RNAlaterTM, Ambion Europe LTD.) para su conservacion y envio al laboratorio
de Neiker Tecnalia (Arkaute, Vitoria, Espafia), donde se extrajé el ADN gendmico de cada muestra
mediante el kit DNeasy® plant mini de Qiagen. Por otro lado, se extrajo el ADN gendmico de las 202
hojas en el laboratorio de Sampoerna Agro TK (Palembang, Sumatra, Indonesia) mediante el mismo kit
de extraccion de ADN. Este método se basa en una membrana de silica gel que permite una extraccién
completa de ADN de las muestras de diferentes tejidos de plantas. En primer lugar se rompieron el
tejido y los componentes celulares, a continuacion el ADN se une a la matriz de gel de la membrana, se

purifica el ADN y por ultimo, se eluyd en un volumen final de 30ul de solucién tampdn AE.
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La cuantificacion del ADN total de las extracciones se realizé mediante espectrofotometria
UV/VIS (Nanodrop 2000, ThermoScientific, USA), y se midié el grado pureza mediante las relaciones de
absorbancia A260/280 (>1,8) y A260/230 (1,80-2,20). Ademas, se visualizé en un gel de agarosa al 0,8%
de tampon TAE (40mM Tris-Acetato; 1mM EDTA, pH 8,0) con una tincion de Gel Red 1X (GelRed 10000X

in DMSO, Biotium) para corroborar su integridad.

3.2.2. Disefio de cebadores de los genes candidatos

Con el objetivo de amplificar una region especifica de los genes candidatos seleccionados en el
capitulo 2 se realizé un analisis comparativo mediante Blastn (E- valor < 1E-35) en la pagina web de NCBI
contra la base de datos de EST's de Elaeis guineensis y Phoenix dactilifera, y se seleccionaron las

regiones conservadas del genoma para el disefio de los cebadores.

Los cebadores de los genes candidatos co-localizados seleccionados cuya procedencia eran
secuencias con SNP's ya detectados previamente (Proyecto OPGP, no publicado) se disefiaron en la

misma secuencia integrando en el amplicén al menos uno de los SNPs (Figura 5).

El disefio de de cebadores se realizd con el software Primer3 (Rozen y Skaletsky 2000),
utilizando por defecto los parametros del mismo y con un longitud entre 150pb y 400pb. Los cebadores
se sintetizaron unidos a unos adaptadores comunes (uniA y uniB) necesarios para multiplexar las PCRs.
La sintesis de los cebadores fue realizada por una empresa externa (MWG Eurofins Genomics,

Alemania). Todos los cebadores disefiados se presentan en el anexo 6.

AT AAGRAGAT CATHRRAGERI T
CTTCTCAACCCOAGEAATETTTE
TICTCANGCCET

TTGABTCANGAGATTGN
MGAAGCCTATACTTTE
BCCTCTACAGTACTCCAATAR

c)Region amplificada

hiDiserio de los cebadores mediante Primer 3

Primer3 Ctput B ATCARAACASTCTTTTGETACACTATCTTTAAT6A

Figura 5: Ejemplo de disefio de los cebadores de la secuencia del gen candidato KG196 co-localizado con un QTL de
BN mediante el software libre Primer3. a) La secuencia KG196 posee dos SNPs en dos posiciones diferentes, la
region dénde se encuentra cada una de ellos se muestra en la imagen de la siguiente forma [NNNN]; b) Muestra los
cebadores disefiados para la secuencia y sus caracteristicas, asi como el tamafio del amplicén obtenido; c) Muestra
el amplicon obtenido, la regidn donde se sitluan los cebadores (Fw:>>>>>; Rv: <<<<) y las regidon donde estan
situados los polimorfismos de un solo nucledtido (****),
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Cada pareja de cebadores se probé individualmente en 5 genotipos al azar del ADN gendémico

extraido corroborando asi su funcionalidad.

3.2.3. Creacion de librerias para secuenciacién Ion Torrent ™

La técnica utilizada para la creacién de las librerias fue "Amplicon Fusion" de lon Torrent (Life
Technologies™) con modificaciones. Se realizaron 6 librerias denominadas OPn, en las que se incluyeron
entre 20 y 60 amplicones de los genes candidatos seleccionados para cada una de ellas. A continuacion

se desarrolla el proceso para la creacion de la libreria OP4.
12- Multiplex PCR

Se realizaron reacciones de PCR multiplexadas entre 10 y 15 cebadores por reaccién (Figura 9a).
Todos los cebadores de los genes candidato incluian una secuencia de oligonucleétido comun
denominadas UniA, posicionado en 5'3', y UniB, posicionado en 5'¢«3' (Figura 6) y otra parte

especifica de cada gen candidato seleccionado.

Figura 6: Modificacién de los cebadores realizada para la secuenciacidn. La imagen muestra la orientacion de las
secuencias moldes especificas utilizando los cebadores de fusion formados por los cebadores especificos del gen
candidato (GC) y los cebadores universales UniA y UniB.

La mezcla de la reaccién y el programa de amplificacién se muestra en la tabla 1.

Tabla 1: Mezcla de reaccidn para PCR Multiplex y programa PCR.

REACCION 1X Programa PCR*

H20 estéril dd’ Variable

10X tampén KCI PCR? 2,5 ul

dNTP's (2,5mM)* 2 ul

Cebador derecho (10uM) 0.2ul/cebador | 942C 5 min, 35ciclos [942C 30sg, 582C 30seg, 722C

Cebador izquierdo (10uM) 0.2ul/cebador | 45sg], 722C 7min

TAQ ADN Polimerasa 5U/uL”> | 0.1 pl

ADN (10ng/ul) 2 ul

Volumen final 25ul

'UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water (Invitrogen™, USA);2DFS-Tag DNA Polymerase (Bioron ™, Alemania):
3Bioron ™, Alemania;4 Termocicladores Primus 96/384 (MWG AG Biotech)
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Estas reacciones multiplexadas se verificaron visualmente en geles de agarosa al 1,5% en una
disolucidon tampon 1X TAE (40mM Tris-Acetato; 1ImM EDTA, pH 8,0) con una tincion de Gel Red 1X
(GelRed 10000X in DMSO, Biotium), detectandose los fragmentos en un rango entre 150pb y 400pb, en
funcién del tamafio de los amplicones de los genes candidatos (Figura9b). Ademas, el tamafo y la
concentracion de las multiplexes se comprobaron en el bioanalizador Agylent 2100 Bioanalizer (Agilent
Technologies, USA) con su kit de alta sensibilidad (Agilent High Sensitivity DNA Kit) (Figura 9c y 9d).
Finalmente, las multiplexes se diluyeron a una concentracion de 5ng/ul, y se mezclaron por genotipo

individualmente.
- Unidn de los adaptadores de secuencias especificas

La identificacidn individual de cada uno de los 242 genotipos se realizé mediante la asignacion
de un "barcode" o cddigo de barras denominado MID ("multiplex identifier"). Este codigo de barras
consiste en una secuencia nucleotidica de entre 6 y 10 bases. En nuestras librerias, se utilizaron dos
codigos de barras, uno al inicio de la secuencias y otro al final de la secuencia por cada genotipo,
permitiendo analizar mediante la combinacion de 16 barcodes diferentes hasta 256 genotipos (16x16),
por lo que en esta tesis se pudieron identificar los 242 genotipos, tal y como se muestra en la tabla 2.

Todos los genotipos y su correspondiente "barcode" se muestran en el anexo 6 (Tabla 6.2)..

Tabla 2: Barcodes (MIDs) utilizados para identificar cada genotipo individualmente.

Codificacion Recodificacion Fw

11 AA ACGCTCAG CTGAGCGT
12 AC TACATCAT ATGATGTA

13 AG CGCGACTA TAGTCGCG
14 AT AGCTAGTC GACTAGCT

21 CA CGAGATCA TGATCTCG

22 cc TCAGTGCTG CAGCACTGA
23 CG TATGCTAGA TCTAGCATA
24 CT CGCACTGAG CTCAGTGCG
31 GA CAGACTCTA TAGAGTCTG
32 GC TGTGAGCAC GTGCTCACA
33 GG GCGATAGTAC GTACTATCGC
34 GT GCTATGACAG CTGTCATAGC
41 TA ATACATAGCT  AGCTATGTAT
42 TC GACAGCGCGT ACGCGCTGTC
43 TG CATGTCAGTA  TACTGACATG
44 T ACGCACTCGC GCGAGTGCGT
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Para ello, a partir de las multiplexes generadas mezcladas por genotipo, cuantificadas y diluidas
a 5 ng/ul, se realizé una segunda reaccién de PCR donde en 5’ del cebador directo o forward se afiadia al
adaptador Uni A un barcode y la secuencia necesaria para la secuenciacién con lon Torrent. A este

primer le denominamos AK, disponiendo de 16 AKs diferentes, uno para cada barcode (Figura 7).

Igualmente, el cebador Reverso o Reverse consistia en el adaptador utilizado anteriormente en
las multiplexes Uni B, unido en 5’ a un barcode y al adaptador necesario para la secuenciacion con lon

Torrent. De la misma forma tendriamos asi 16 cebadores BKs diferentes para cada barcode (Figura 7).

Figura 7 Modificacion de los cebadores realizada para la secuenciacion. La imagen muestra la orientacion de las
secuencias molde utilizando un cebador fusion con colas universales (UniA y UniB) y al que se le han afiadido las
secuencias de identificacién del genotipo individual denominadas MIDS. El cebador A y B son los cebadores
utilizados en la PCR de emulsién previa a la secuenciacion por la tecnologia lon Torrent.

La mezcla de reacciéon y el programa de amplificacion para la unidn de los adaptadores en cada

genotipo se muestra en la siguiente tabla:

Tabla3: Reaccion y programa PCR para la unién de los adaptadores en cada genotipo.

REACCION 1X ‘ Programa PCR*
H20 estéril dd" 16,2l
10X tampén KCI PCR® 2,5 ul
dNTP's (2,5mM)* 2 ul
Cebador

0.2ul
derecho_AKn(10uM)

942C 5 min, 30ciclos [942C 30sg, 582C 30seg,

Cebador

2ul 72°C 45sg], 722C 7min
izquierdo_BKn(1pM)
TAQ ADN Polimerasa

) 0.1l

5U/uL
Producto PCR (5ng/ul) 2 ul
Volumen final 25ul

TUltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water (Invitrogen™, USA);’DFS-Tagq DNA Polymerase (Bioron ™, Alemania): *Bioron ™,
Alemania;* Termocicladores Primus 96/384 (MWG AG Biotech)
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Fw5'>3'
CGTATCGCCTCCCTCGCGCCA | |
CEBADOR A CEBADOR UNIVERSALA
RV 5!93r CLAVE +ID GT
CEBADOR B CEBADOR UNIVERSALB
CLAVE +ID GT

Figura 8: Secuencias de los adaptadores utilizados en la técnica amplicon fusiéon en ambos sentidos. Cebador Ay B=
Cebadores utilizados para la PCR de emulsién realizada antes de la secuenciaciéon; CLAVE+ ID GT= Secuencia de
adaptores utilizados para la identificacién de cada genotipo. CLAVE es la secuencia necesaria para la unién posterior
de los cebadores utilizados en la PCR de emulsion. ID GT= se refiere a la secuencia "barcode" que identifica al
genotipo y se denomina MID; UNIVERSAL A y B= Secuencias de los cebadores universales utilizados para la unién de
los MIDs y unidos también a los cebadores especificos de cada gen candidato; CEBADOR GC= cebador especifico de
cada gen candidato.

A continuacidn, las reacciones de amplificacion se verificaron en geles de agarosa al 1,5 % en 1
x TAE (Figura 9e) (40mM Tris-Acetato; 1mM EDTA, pH 8,0) con una tincién de Gel Red 1X (GelRed
10000X in DMSO, Biotium), detectandose los fragmentos en un rango entre 190pb y 440pb. El producto
final de cada genotipo se mezcld en un tubo eppendorf (Figura 9f) y se purific6 mediante columnas
GeneRead Size Selection Kit® (QIAGEN GmbH — Germany). La calidad de la libreria final se verificé en el
bioanalizador Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologie, USA) con el kit de alta sensibilidad (Agilent
High Sensitivity DNA Kit) (Figura 9g, 9h, 9i, 9j), y se envid a secuenciar mediante lon Torrent en un chip

de 318G.
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a) [ b)

SHELLZ 295
HECZ 9289 264
RFL10 243
HtCZ_lZSSCZ—‘Ell 223
CEB1 208
M3117 197
EgNAC 196
ATASEL 190
Yefd 151
HECT 9200 136
0) d)
?DJU—E __________ [FU]
2000 — = g
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) — —
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100 — —— — — | 0 A -& .
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Figura 9: Etapas de la creacidn de librerias por el método de "amplicon fusion" de lon Torrent modifado. El ejemplo
corresponde a la creacidn de libreria OP4. a) Organizacidon de un grupo de cebadores para la reaccion de la PCR
multiplexada corresponde a la multiplex 2.b) Imagen en el gel de agarosa de la PCR multiplex correspondiente a la
placa 2 multiplex 2; c) Imagen del bionalizador Agilent 2100 de la misma PCR multiplex, y sefialando la altura
minima y maxima de los amplicones creados (muestra2); c) Imagen del electroforegrama de la misma multiplex
donde se observan las alturas de los amplicones para la misma multiplex PCR; e) Imagen en gel de agarosa que
muestra la unién de los adaptadores y MIDs a los amplicones de cada genotipo; f) Imagen en el gel de agarosa con
dos réplicas que muestra la libreria creada sin purificar y el marcador.
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Figura 9 (continuacién): Etapas de la creacién de librerias por el método de "amplicon fusion" de lon Torrent
modifado. g) Imagen del bioanalizador donde se muestran la unién de los adaptadores y MIDs a la libreria (carril 3),
la libreria OP4 sin purificar (muestras 4 y 5), purificada (6, 7, 8 y 9), purificada y diluida 1:50 (10 y 11); h)
Electroforegrama mostrado por el Bioanalizador Agilent 2100 de la union de adapatadores; i) Electroforegrama
mostrado por el Bioanalizador Agilent 2100 de la la libreria sin purificar; j) Electroforegrama mostrado por el
Bioanalizador Agilent 2100 de la libreria purificada y lista para enviar a secuenciar.

3.2.4. Procesado de los resultados de la secuenciacién

Los datos moleculares procedentes de la secuenciacion se analizaron con un software creado
con esta finalidad denominado ASPAM (E. Rittter, comunicacidn personal, 2012). Este software permitié
filtrar los datos de la secuenciacidn y detectar si existia diversidad alélica en los amplicones de los genes
candidatos secuenciados en cada genotipo basandose en el numero de secuencias repetitivas. El

proceso realizado para llevar a cabo el andlisis de cada libreria se muestra a continuacién.
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12- Preparacion de los datos

Antes del inicio del analisis se crearon los archivos necesarios para el filtrado de los datos. Estos
archivos contenian: 1. La lista de MIDs con las diferentes combinaciones de secuencias identificativas del
genotipo codificadas, tal y como se muestra en el anexo 6 (Tabla 6.2) (Archivo MIDS.prn); 2. Las
secuencias de los amplicones correspondientes a cada gen candidato en formato fasta (Figura 10)
denominado CGlist (Archivo CGList.txt); 3. Los datos fenotipicos recogidos durante 10 afios para los
genotipos estudiados (Anexo 10; Tabla 10.1).. Aunque en este capitulo no se utilizaron, fue necesario
incluirlos porque ASPAM permite realizar el mapeo por asociacidn, tal y como se desarrollara en el
siguiente capitulo de esta tesis doctoral; 4. El archivo comprimido recibido con los datos de la
secuenciacion en formato fastaQ, que contiene las lecturas de la secuenciacion y los archivos de calidad
asociados a esas lecturas y convertido a formato Windows mediante el programa Unix2win (Telcosoft),

denominado Cragl.fastaQ.

3| [ cglist: Bloc de notas - ] X

o Archivo Edicién Formato Ver Ayuda
>M23551 (mannan synthase 1 like 199bp) "~
TACGGCATCGTTCTCATCAAGTAGTCTTGCTCGGGCTGGAAATCGGCATCAAATATCACCACGAATTGACAGTCTCTCACATAAGTCTTGCTCAGGCCTTCACGAAGAGCACCAGCCTTGTA
>M49726 (helicase and polymerase containing protein tebichi 247bp)
TGCAGTCTTGCCTCTCTGAAGATAAAAATGGEATGACTCATGCAATCATGGAGGTTGTTGCTGGTGGGATTGTTCAGACTGCAAGTGACATTCATCGATATGTTAGATGTACTCTCCTCAAT
>M43144 (gtp-binding protein 181bp)
GGGAAGGCACAACTTTCAGATACTGATATGAGAT TCTTGATGAAGTCTCTGAAGGAAGATTTTGATCTGGGTGGTATTCCAATCCGCATTATGCAGCGGTCTGTCCCTAGAAAAGTAGTTGA!
>M5517 (zinc finger family protein 223bp )
ATCGGATRGTCGAGAACCTCCCATCGGTCATAATGACGAAAGAAGATGTTGATGAAAATAACAACGTCTGTGCAGTGTGCAAAGATGGGATTTTGGTAGGTGAAAAAGTGAAGCGGCTTCCAT
>M14548 (ubiquitin carrier protein 182bp )
TGAGCTTCACAAGCTTTTCGTTGACAAGGCTGACAAGTGTTTCTCAGATCGAGTTCTTTGTGGCCTTACAGGTCCTTGATGTACTTTCAAGT TCATACAGCTATTCATTCCTTCACAAATAT
>M39166 (cell expansion protein 223bp)
TCAGAGGATGAGCATTCCATTTTACTCGAAGRAGATGGAGAAGAAACTGAACCCATAGTCTCAACTTGTCGAGAAGGAGAATTAACACTATGGGATGTAGGAGGAGACACAAAGTTATCATC,
>M3117 (2-hydroxyacyl- lyase 197bp)
GCCTCGGATAAAACCCTAGCGGCTTCCGATTCAGGGATCGTCTGGTGEAGGACGTCGGLGEGGAGGTCCAGATAGCACCCACCGEGCCEECCGGCGACGGLAACGCCCAGAACCTCGCGGAC
>M7495 (cellulose synthase 18@8pb)
CCTTTATGCCTCTTATACTTGGTTTTGCACTGGGGECAGCACTGAGTCCCATCCTTCCGCTCATACTCATAGCATGGCCAGCAAACAGGAAACCGGCATACATCACACGCAACAALAAGATG!
>M4883 (enhanced disease resistance 2 protein 183bp)
TCCTGTTCAGGCTCTGGAATTTGATAATCCTCATCCTCATCAGAGTCTTCATCCAACATTACAGAGTGTCTGCTAGCAGAATGCATCTGATCCACTGATGGGT TAGGCTGAATGGAATTCTC!
>HDAC3 ( histone deacetylase hdac3 248bp)
TCCTGRAACGGRAGACATACGTEATATTGGATATGCAAATGGAAAATATTACTCTCTAAATGTTCCATTAGATGATGGAATTGATGATGAGAGCTACCAATCTCTATTCAAACCAATAATAG!
> R2r3 ( R2r3-myb transcription factor - putative 197bp)
TGAGCTTCGAGGGATACAAGAATGAAGTTTGCATTAATGT TTCATGCCCCTCGGTGCCCTCTCCCGTGTGGGACTATTGTTCTGACTCTCTT TGGAAGATAGATGATGAGGAGTTCAAGATG!
>M9619 (adipose regulatory protein 217bp)
GGGCTAGGACAACTGATCTACCACAAGTGTATGCAGCAGAGAT CTTCATGAACTCTCAACTTCCATGGGGAAAAGAATTGGTATACAACTGGAAGTGGACGTTCTATGTGTGGACTTCACTT
v

< >

Figura 10: Ejemplo del archivo CGlist.txt. La imagen muestra parte del archivo creado con los amplicones de los
genes candidatos de la libreria OP4. El archivo en formato fasta muestra en la primera linea> Nombre Cebador CG
(funcidn posible, longitud del amplicén en pb) y en la segunda linea la secuencia del amplicén.

A continuacion se cred un nuevo proyecto que se llamé como el nombre de la libreria

secuenciada y se incluyeron estos archivos.
- Procesamiento archivo Cragl.FastaQ

El archivo en formato Windows se procesé para separarlos en dos archivos diferentes: 1. El
archivo CraglT.fasta donde se mostraron todas las lecturas obtenidas de la secuenciacién con una
longitud superior a 120pb, ya que ademas de las secuencias especificas de cada gen candidato las
secuencias contenian las secuencias de los cebadores universales A y B, de los MIDS y de los cebadores
utilizados en la PCR de emulsidn. Las bases que suman estas secuencias extras anexas al amplicon del
gen candidato sumaban +120pb (Figura 11a), y 2. El archivo CraglT.qual dénde se compilaron los datos
de calidad de cada una de las lecturas obtenidas, y cada base tiene un valor que se muestra en ASCII.

Este archivo no se utilizd para el analisis de nuestros datos, para evitar perdidas innecesarias debidas a
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errores de secuenciacion, ya que ASPAM estd basado en el n2 de repeteciones de secuencias idénticas,

considerando que aquellas secuencias que sean mas repetitivas sean las verdaderas y no en la calidad

de las secuencias obtenidas.

o- Filtrado de los datos para lecturas completas

El paso siguiente fue el filtrado de las secuencias que en cada extremo contenian los MIDs

identificativos del genotipo, y se separaron creando un archivo en formato fasta (CraglZ.fasta) que

contenia cada secuencia especifica que se iniciaba y terminaba por los cebadores especificos, y el

nombre de cada secuencia al que se afiadié los cuatro caracteres procedentes de los MIDS y que eran

representantes del genotipo (Imagen 11b).

a)

OPAT fasta x - %

EB4RYT:00014:00087
TTTCAGTGCTdGCARGACTCOAGCATCTCCA)CCTT TCARACARAGCCATGCTTTTTTTCCARATARTAGT TTGCAAT GAAGECTATGCCT TGETAT T TGTGCTCTT ICCARCACTTTCAGARTACATGETTTGARARGE
@54RYT:00014:00083
CAGACTCT GCAAGACT CGAGCATCTCCAl TGGEATCITIGCAGTGET TARGAGGGT TATGATACAT GEGGCAGT TCACGAGATTAGGCART TGCARAGGATGTTGAGGCATCTTACAAGCARTCTAACATTCARGAGGL
@B4RYJ:00015:00090

TTITTITTAT T GACAGGCARGTCTGAGCATCTCCARTTCACTGRAT TEEGCTCCT GAARAGGAAT GEATAGT TAGT GCTITCCCAAGATGEGAGATTARTTTIGTGTGGA
@B4RYJ:00016:00087
GEGGEEEEEEECECACT GAl GCARGACTCEAGCAT CICCAN CTCTCCARTCCAT TTGC T GCARGACT CEAGCAT CTCCT CCARCARCCART TCCAT TEGAGARCAGTGARCGATCCGCECEACTECETICTGA
@B4RYJT:00016:00085
TATTITIITITI I I T IGCTAGAGCARGACTCGAGCATCTCCAGTGGGATCTTTTGCAGTGGTTTAR TITATGATACAT GEEECAGT TCACGAGAT TAGGCARTTIGCARARGGATGITIGAGGCATCTTTACARL
EB4RYT:00016:00002
CAGACT CTAGCAAGACT CEAGCAT CT CCAT CCGAG T AR C T I CARCCTGEAGT TTCCG U T GAGGARGCAGGEECAGCEETAGCTGICEAAT CITCTACT GETACAT GGACARCTGIGIGGACTGATGGACTTACCAGT
@B4RYJT:00017:00093
AGGCTCAGGCARGACTCGAGCATCTCCATCCGAGTARCTCCTCARCCTGERGTTCCGCCTGAGGAAGCAGEGECAGCEETAGCTGCCGART CTTCTACTGETACATGEACAACTGTGTGEACTGATGGACTTACCAGCT]
EB4RYJT: 00017: 00084
AGCTAGT CECARGRCT CaAGCCA T CT e A G T AT T I eI T T T T T G A A R R A CCT e e T T e AR T TG T CT C A AR AR GO A A CT G GA T AR C AR AT CRAGCT CT TTCCCTAAGAT TTCERATAGCTETCCCGART
@B4RYJ:00018: 00080

T G AR GA T CEA G AT CT OO AT A G T T A ARG T T T O T T A AR GEC T GACAAGT GT T T CT CAGAT CeAGT ICT T TGIGECCITACAGGTCCTIGATGTACTITICAAGTICE

@B4RYJ:00018:00091
TCAGTGCTGECAAGACT CoAGCAT CTCoARRAGC CATACCCCARRGTCACGGTACTGCCGT GET T TTCCAGAT CCTAAGAT CAGGAT CTATGATGTTTGGGGAT GAAGA ITTGATGAGTTTCCCCCT
BB4RYJ:00018:00095

ACGCTCAGGCARGRCTCERGCATCTCCARACARGERT GEARGCCEICTATCCATCGCTACET TCTACARCCCCGGAGCCEATGCGATAATITCTCCGECTCCRAGCTCTTGTACCCTGETGGCTACCECTICARGGACTAL
EB4RYJT:00019:00078
TTITIITIIIIIIITITATGCTAGAGCARGACTCGAGCATCICCACCT IGT TCGGGCT TARAAGAGTGGTATITICTITCACCCCCICGIGAT CEARAGTACCTATGCTCGAGGCCTARCAGGECCECCEEEAGEGEEE]
@B4RYJ:00019:00083

ACGCACT CGCGCARGACT CEAGCATCTCCATCCGAGTAACTCCTCARCCT GGAGT TCCECCT GAGGAMGCAGGEECAGCEETAGCTACTGATCTICTACT GETACAT GEACARCTGTIGIGEACTGATGGACTTACCAGCT
@B4RYJT:00019: 00085

CRGACTCTAGCRAGACTCGAGCAT CTCCARTTCACTGGATIGGGCTCCTGAARGGAATTGGATAGT TAGTGCT TTCCACARTGGGTGATTAAT TGTGTGGART GCGT TARCAGCAGARCARACACTCTICTARTAR
RB4RYJT:0001%: 00088

<

‘OP4Zfasta % | OP4Tfasta -x

GB4RY¥J:00014:00097_CCAA -
ACCT T T ARRC AR GCCATGCT T T T T T T GCARA T AR T AGT TTGCART GAAGGCTATGCCTIGETAT T TGTGCTCT TTCCARCACT TTCAGARTACATGGT T TGRARAGA TGGACCAGATGTITICTCTAGTATARCE
8B4R¥7:00014:00039 GACC

GTGGGATCTTTGCAGTGGT [AAGAGGGT TATGATACAT! GTTCACGAGATTAGGCAATTGCARAGGATGTTGAGGCATCTTACAAGCAATCTAACATTCAAGAGECTTTACGACTTTGACAGGTCGTATTCTTGE
BB4RYJ:00018:00085 AATC

TCCATCGCTACGT TCTACRACCCCGEAGCCEATGCEATART T TCTCCBGCTCCARGCTCT TG TACCCTGETGECTACCECT TCARGEACTACCTCGATTTACTATACTGGCACTARATTC
EEaRU 0T o  OORETTAC

GEAGTTCCGCCTGAGGANGCAGEEECAGCEETAGCTACTEATCTTCTACTG6TACAT GGACARCTGTGT GEACT GATGEACT TACCAGCT TGATCETTTACARAGEACGATGCTACCACE
EB4RYJ:00020:00092_CTGT

GCAACTTGGAGAGGETATCGCARGEAGTATGETCCAAGCCARATGT GAGGCGCARGACAAGATASTCTGCACTATCGGCCAT CTACCARCAC TGGATATGGAGCTTTGCTGAGGCCGEARTGARTGTCGCTCE
§BSRYJT:00021:00085 ATAG

CCATCECTACGT TCTACARCCCCAGAGCCAATGCERATART TICTCCAGCTCCARGCTCT TATACCCTBATGECTACCECT TCARGEACTACCTCEATTACTATACTGECACTARATTCTC
REARUS:00021:00000 ACCT

AAGCCATACCCARAGTCACGETACTECCETEGTGTTICCAGATCCTAAGATCAGGATCTATGATCTIGGCATGAAG TGATGAGTITCCCCTTTICIGTCTITTCATCTIGETCACCT! A GGATGI
@B4RYJ:00022:00071_CGGA
ATTCACTGGATTGGGCTCCTGARRGGAATCGGATAGT TAGTGCT T TCCCARGATGGGEAGAT TART TTGT GTGGAATGCGT TARCGAGCCARCACATGCTATARAGCTTCACTGTGCATGGETCATGACATGIGCCTITT]
§B4RYJT:00022:00085 GAGE

GEAGTTCCECCT GAGGAAGCAGEEECAGCEETAGCTGCCEAATCTTCTACT GETACAT GEACARCT G TETGEACT GAT GEACT TACCAGT CTTGATCET TTACARRGEACCATGCTACCE
EE4RYJ: 000 100090

TCOGAGTARCTCCTCARCCTGGACTTCCECCTGAGGARGCAGEEECAGCEETAGCTGCCEAATCTTCTACTGGTACATGEACARCTCTGTGEACTCATGEACT TACCAGTCTTGATCGTTTACARAGGACGATGCTACCE
@B4RYJ:00022:00096_CIGG

TCCGRGTAACTCCTCARCCTGEAGT TCCECCTGAGGAAGCAGEGECAGCEETAGCTGCCEARTCTICTACTGGTACATGGACAACT GTGTGGACTGAT GRACT TACCAGCTTGATCGTTACARRGGACGATGCTACCACE
BB4RYJ:00022:00097_GGCA

GCCTCAGCTCCTTGTTGTT TGAAGARAACCTCCCCT TCARTTGGTCTTTTTCACGRARAGCAGRCATGAGAT ARCARRTCARGTCTTTCOCTARGATTTCEARTAGCTGTCCCGARTTCARGT TIGRTTTATGTTTCGCTT
EB4RYT:00022:00099_CCCE

ACCTICARACARAGCCATGCT T I T T GCARAT AT AGT TGCART GARGGCTATGCCT IGGTATIGTIGCTCT TTCCARCACT TCAGAATACATGGT T I GARAGAGGAT GGACCAGRTGTI TTICTCTAGIATARCCGARGT I
@B4RYT:00023:00073_TCGT

CTGGGCCTAGCGTGAGTARTTACATGCCAGEAT GGCTTGCGTGAGGACAGAT GAT TGATT TTACCTCTGCTTTGTGACCTTGEGECATART S TATGT TGTAT GACARAGACACT TGCACTCCATATGCTGAGTGTARTGE
AB4RYJ:00023:00077 GTAA &

1< >

Figura 11: Archivos generados durante el filtrado de datos de la libreria OP4. a) Las secuencias con >120pb se
recogen en este archivo, y comienzan con las secuencias correspondientes al MID y al cebador universal UNI_A. En

la

imagen se resalta donde estd situado el cebador UNI_A en la secuencia (CraglT.fasta). b) Los MIDs situados al

inicio y final de las secuencias se transforman en 2pb de se situan en el nombre de la secuencia, se eliminan los
cebadores universales, y la secuencia restante es el amplicén del GC (CraglZ.fasta). En el ejemplo, el rectangulo
naranja muestra el inicio del amplicén del GC cuyo cebador es SDP1. El nombre de la secuencia muestra GACC que
corresponde al genotipo 3122, los rectangulos rojos el inicio del amplicon del GC cuyo cebador es HARBC. El
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primero de ellos corresponde al genotipo TTAC (4412), y el segundo al genotipo GACC (3122); los rectangulos verdes
al inicio de los amplicones del GC cuyo cebador es EgACP. En el primero el genotipo es AATC (1142), y el segundo
genotipo es ATAG (1413).

42- |dentificacion de los genes candidatos

Las secuencias de los genes candidatos se identificaron mediante la deteccidon en todas las
secuencias de los 10pb al inicio y al final de las mismas. Estos pb correspondian a los cebadores
especificos de cada gen candidato. Para ello, el programa utilizé el archivo procedente del paso anterior
(CraglZ.fasta) y generd un nuevo archivo en formato fasta (CraglY.fasta) que contenia las secuencias de
los amplicones anteriores, y en el nombre de cada secuencia se incluyé el nimero de gen candidato

(Figura 12a).

El siguiente paso fue generar los archivos individuales para las secuencias obtenidas de cada
gen candidato en los diferentes genotipos, es decir un archivo por gen candidato (CGi.fasta). A partir de
este archivo, se filtraron estos datos para generar nuevos archivos en los que los genes candidatos se
separaron por genotipo, gracias a la abreviatura del MID en el nombre de cada secuencia (Figura 12b). El
filtro aplicado exigia que el genotipo tuviera un nimero minimo de 3 lecturas del gen candidato para ser

incluido en el archivo generado.

Junto con este archivo, el proceso cred otros archivos diferentes para cada gen candidato que
incluian la informacién de la secuencia, datos estadisticos, todas las secuencias de cada genotipo por
gen candidato, todas las secuencias no repetitivas de cada genotipo por gen candidato y archivos con las
alineaciones multiples realizadas con Clustal W (Thomposon y col., 1994), para el filtrado de las

diferentes secuencias.
- Deteccion de los patrones

La diversidad alélica de cada gen candidato se basd en el nimero mas alto de repeticiones de
secuencias idénticas en cada genotipo, buscando sus patrones en cada gen candidato y asignando de

esta forma la composicidn alélica de cada genotipo.

Para llevar a cabo esta deteccidn se filtraron en un primer momento los alelos de los genotipos
bajo las siguientes condiciones: diploidia 2x, nimero minimo de secuencias totales consideradas (5) y
namero minimo de secuencias repetitivas que se consideran para un alelo (2). Este filtrado significa que
Unicamente se extrajeron de todos las lecturas de los 4 patrones con mayor frecuencia para cada
genotipo que tenian un maximo de 5 lecturas con al menos 2 repeticiones de cada secuencia patrén. En
este paso se crearon nuevos archivos, uno de ellos con resultados estadisticos, otro con las secuencias

mas repetitivas y otro donde se mostraban los alineamientos multiples realizados (Tabla 4; Figura 13).
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OP4Y fasta X -x

1K

CCTTTCTGCCTICTIGTACTIGEI TTITGCACT GEGECACCACTGACTCCCATCCTTCCECTCATACT CATAGCATGECCEECARRCAGEAAA LMAACATCRCACGCEAWTCTCCATCC&CGGTCGTGC{T‘

@B4RYJ:00025:00076_ATCG_38

ATTCACTGGATTGGCTCCTGARAGGART COGATAGT TAGTGCT TCCCARGAT GGGAGATTAAT TG TGTGEART GG T TARCGAGCCARAAAACACATGCTATARAGCT TCACT GTGCATGGGTCATGACATGTGCCTTTC

@B4RYJ:00025:00081_GGGC_38

ATTCACTGGATTGGGCTCCTGARAGGAATTGGATAGT TAGTGCTICTCAAGATGEGTGAT TARTTGT GTGEAAT GCGT TARCARGCCAGAARRCACATGCTATARAGCTTCACTGTGCATGGGTCATGACATGTACCTTT

@B4RYJ:00025:00091_GTRT_53

GCCTCAGCTCCTTEI TG T I I ARG ARRCCTCCCCT TCART TGETCTCACCARARGCAGRCACGAGAT ARCARATCARCT CT I TCCCTARGAT ITCGARTAGCTGTCCCEARTTCARGTITGATITATGCTTTICGCTITE

@B4RYJ:00026:00084_AAAA 48

ACAAGGATGGRACCGTCTATCCATCGCTACGTTCTACARCCCOGEAGCOGATGCGATART TTCTCCGGCTCCARGCTCT TTGTACCCIGETGGCTACCGCT TCAAGGACTACCTCGATTTACTATACTGGCACTARATTC

BB4RYJ:00026:00086_CTCA_34

GTGGGATCTTIGCAGTGGTTARGA TATGATACATGEEGCAGTICACGAGATTAGGCAATTGCAAAGGATGTTGAGECATCTITACAAGCART CTAACATTTCAAGA TITACGACTTGACA CGTATICTTC

@B4RYJ:00026:00089_RACT 0

GCAACTAGGRERGETATCECAR TATGETCCARGCCARATCTCAGGCECARGRCARACATACTCTGCACTATCEGCCCATCTACCARCACARGGEACATGRTATGEACCT TTECTGAGGCCGERATGRRTCTCECTE

@34RYJT: 00026:00094_TCGE,

[TCCGAGTAACECCTCARCCT! CCGCCTGAGGAAGCAL GIAGCTGCCGAATCTTCTACTGETACATGGACAACTEIGTGEACTGATGGACTTACCAGCTTGATCGTTACAAAGGACATGCTACCACAT
TREa: 7:00069_TCAC S

TeAGCTTCACARGCTTTCOT TGACARGGCT GACARGTGTITTCTCAGATCOAGT TCTTTGTGGCCT TACAGGTCCTIGATGTACT I TCARGT TCATACAGCTATTCATICCTTCACARRTAT TARAGCACGCARACCTGC

BB4RYJ:00027:00074_RTTC_S2

TCCEAGTARCTCCTCARCCTGGAGT I CCECCTBAGGAAGCAGEGECAGCEETAGCTGCCGAATCT ICTACTGETACATEGACAACTGTGTGGACTGRATGGACT TACCAGTCTTGATCGTI TACAAAGEACGATGCTACCE

@B4RYJ:00027:00082_GTIGT_52

TR G TAAC T CCT CARC T GAAGT T CTGT CT GAGGAR G T AG GGG CAGT GETAGCTAT TGAAT CT T T ACT GET ACAT GEACAACT G T GGGACT GAT GEACT TACCAGTCTTGATCGI TACARAGART GAT GCTACCACE

@B4RYJ:00027:00085_CAGC 35

GCAACTTGGAGAGETATCGCAR TATGGTCCARGCCARATGTGAGGCGCARGACARRGATAGTCTGCACTATCGECCCATCTACCARCACARGGGAGATGATATGGAAGCTTGCTGAGGCCGEARTGARTGTCECTC

CATCTCACCCT O ATCC AT TCCT TAGCTCTE T TAC AT EEC TATCEECT T TAGCCCTECATTCTCAGCCARASTE TAGGEARTCACCTCCACTECCTCTECARACTCCT ITACACASTAGCTCTC

:00092_CTTA_0

ATTCACTGGATTGEGCT CCI GAARGGAAT TGGATAGT TAGTGCTICTI CAAGAT GGG TGAT TART TGT GT GGAAT GCGT TAACAAGC CAGAARACACATGCTATAARGCTTCACTGIGCATGGSTCATGACATGTACCTT]

@B4RYJ:00027:00094_AARA_17

ATCCCAGCACTGATCTCACCCTGGGCATGCCGATTCCITTAGCTCTGTTTACGATGGCTATTGGCTTTTAGCCCIGCAT ICTCAGCCAARGTGTAGGGARTGACCTCCAGTGCCTCTGCAARCTCCTTTACACAGTAGCT ¥
>

CG17fasta x|

- X
>EB4RYJ: 03754:02805 CCTC_17 |
I T1GGECATGCCGATTCCTTAGCTCTGTTACEATGGCTATIGGCT TTAGCCCTECATTCTCAGCCARAGTGTAGGGARTGACCTCCAGTGCCTCTGCARACTCCT TTACACRGTAGETCTC ™
H H ZITA_17
I CCCAGCAC I GAT CT CACCY T e AT GoC AT I eI TAG T C TG I TACGAT EECT AT TGECT TTAGCCCT AT TCT CAGCCARAGT G TAGGEAATGACCT COAGT GCCTCTGCARACTCCTTTACACAGIAGCTICTC
>BB4RYY: 03755:02838_CGAG_17
ATCCCAGCACTGATCTCACCCT T GCCEAT T CCT TAGCTCT G T TACGAT GECTATIGGCT TTAGCCCTGCATTCT CAGCCARAGT GIAGGEAATGACCTCCAGTGCCTCTGCARACTCCTTTACACAGTAGCTCTC
>@B4RYJ: 03760:02821_GGTG!
ATCCCAGCACTGATCTCACCCTGGGCATGCCGATTCCTTAGCTCTGTTACGATGGCTATIGGCT TTAGCCCTGCAT TCTCAGCCARRGTGTAGGGAATGACCT CCAGTGCCTCTGCARACTCCTTTACACAGTAGCTCTC
>BB4RYJ: 03764:02821_GGTT_17
ATCCCAGCACTGRT CTCACCCTGGCATGCCGAT TCCT TAGCICT T TACGAT GECTAT TGECT I TAGCCCTGCAT TCTCAGCCARRGT GTAGGGAAT GACCTCCAGTGCCTCTGCARRCTCCTITACACAGTAGCTCTCC
>EB4RYJ:03767:02843 AGCA_17
ATCCCRGCACTGRTCTCACCCTGEGCATGCCGRTICCT TAGCTCTGTTACGRTGGCTATIGECT TTAGCCCTGCAT TCTCAGCCARRGTGTAGGERATGRCCTCCRGTGCCTCTGCARRCTCCT TTACACRAGTAGCTCTC
>BB4RYT: 03768 : 02048_ATEG_17
AT CAGCACT AT CTCAC oI GGECAT GO GAT I o T TAGCTCTGT TACGAT GECT AT IEECT TTAGCC T GoAT T CT CAGCCARAGT GTAGGEART GAT CTCCAGT GCCTCTGCARACTOCTTTACACAGTAGCTCTC
>@B4RYJ:03756:02879_GCTG_17
AT CCCAGCACT AT CTCACCCTGoGCATGCCEAT T CCT TAGCTCTGT TACGAT GECTATIGG T TTAGCCCTGCAT TCT CAGC CARAGT GIAGGEAATGACCTCCAGTGCCTCTOCARACTCCTTTACACAGTAGCTCTC
>@B4RYJ: 03759: 02863_GGCE_17
ATCCCAGCACTGATCTCACCTGGCATGCCGATICCTTAGCTCTGTTACGATGGCTATIGGCTTTAGCCCTGCATTCTCAGCCARRGTGTAGGGARTGACCT CCAGTGCCTCTGCAACTCCTITACACAGTAGCTCTCCAT
>@B4RYJ: 03766:02888_TGGG_17
ATCCCAGCACTGRT CTCACCCT GGECAT GCCEATTCCT TAGCTCIGT TACGRT EGCTATIGECT TTAGCCCTGCAT TCT CAGCCARAGT T AGGEARTGRCCTCCAGTGCCTCTGCARRCTCCTTTACACAGTAGCTCTC
>EB4RYJ:03758:02932_ARAT 17
ATCCCAGCACTGRTCTCACCCTGEECATGCCGRTICCT TAGCTCTGTTACGRTGGCTATIGECT TTAGCCCTGCAT TCTCAGCCARRGTGTAGGGAATGRCCTCCAGTGCCTCTGCARACTCCT TTACACAGTAGCTCTC
>BB4RYJ: 03764:02929_GAAC_17
ATCCCAGCACTGATCTCACCCTGEECATGCOGATTCCTTAGCTCTGTTACGATGECTATTGGCT TTAGCCTIGCATTCTCAGCCARAGTGTAGGGAAT GACCT CCAGTGCCTCTGCARRCT CCTTTACACAGTAGCTCTC
>@B4RYJ:03769:02966_ARTG_17
ATCCCAGCACTGATCTCACCCTGGGCATGCCGATICCTTAGCTCTGTTACGATGGCTATTGGCT TTAGCCCTGCATTCTCAGCCAARGTGTAGGGAATGACCTCCAGTGCCTCTGCARACTCCTTTACACAGTAGCTCTC
>@B4RYJ: 03766: 03040_ATAC 17
ATCCCAGCACTGATCTCACCCTGGGCATGCCGRATTCCTTAGCTCTGTTACGATGGCTATIGGCT TTAGCCCTGCATTCTCAGCCARRGTGTAGGGAATGACCT CCAGTGCCTCTGCARACTCCTTTACACAGTAGCTCTC

v

< >

Figura 12: Archivos generados durante la identificacion de los genes candidatos de la libreria OP4. a) El archivo
muestra las secuencias seleccionadas como genes candidato mediante la identificacion de las 10pb iniciales del
amplicén correspondiente (CraglY.fasta). En la imagen se resalta el inicio del amplicén de 3 genes candidatos cuyos
cebadores son M3256 (azul) y sefialado con GC17 por el programa, EgACP (amarillo) y sefialado como GC 47 y
HaRBC (verde) y sefialado como GC52. b) Ejemplo del archivo generado por ASPAM para el GC cuyo cebador es
M3256 y nombrado como GC17 por el programa (CG17.fasta).
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Tabla 4: Archivo modificado mostrado por ASPAM para el gen candidato GC17 de la libreria OP4. Genotipo=
codificacion del genotipo; N2 Lecturas= muestra el nimero de lecturas totales del GC en el GT; N2 Secuencias NR=
muestra el nimero total de secuencias no repetitivas. Las siguientes columnass muestran el nimero de secuencias
repetitivas que caracterizan cada patréon extraido. Por ejemplo, el genotipo AAAA muestra la existencia de un
patrén claro de un posible alelo, con 2348 lecturas idénticas. La siguiente columna puede indicar la presencia de
otro alelo (38), pero es necesario que sea revisado manualmente porque hay mucha similitud en el nimero de
secuencias repetidas con las siguientes columnas.

e °
GENOTIPO rECTURAS mRSECUENCIAS
AAAA 3446 566 2348 |38 |28 2522|1512 (12|11 |9
AAAC 543 104 399 |6 6 |4 |4 3
AAAG 1000 206 693 (16 (10(8 |5 |4 (4 |4 |4 |3
AAAT 332 74 243 | 6 3 (3 |2 2
AACG 1363 250 982 (23 |(15(7 |7 |7 (6 |5 |5 |4
AGGA 5841 721 4096 [ 190 | 61 | 35|29 (22|17 | 15|15 15
AAGA 1515 241 1071|149 | 25|12 |8 |7 5
AAGC 2352 353 1668 |56 |27 |17 12|110|9 |8
AAGG 1626 287 1158 |17 |16 |9 |9 |8
AAGT 2098 326 1500 |33 |31 |18 14|13 |10|10|8 |7
CGTG 4255 588 3039 (100 (19 (17 |17 |16 |13 |13 | 12 | 12
CTTA 3242 414 2370 (118 (21 (15|11 |10(9 |9 |8 |8
CTTG 4845 612 3506 | 145 (34 (21|18 |18 (17|12 | 12 | 10

ATT_ARA Bloc dencts - o «x

Archivo _Edicién Formato Ver Ayuda
>5271-2348

ATCCCAGCACTGATCTCACCCTEGGCATGCCGATTCCTTAGCTCTGTTACGATGGCTATTGGCTTTAGCCCTGCATTCTCAGCCAAAGTGTAGGGAATGACCTCCAGTGCCTCTGCAAACTC
;?:ggégac‘ramc‘rcnccCTGGGCMGCCGATTCcTTAGcTc‘raTmcsA‘lGGc‘rATTchTTchcc'rsctmcTCAGCCAAAnGmmGGGMTGA((TC(A&TGCCT(TGCAAACT-
EEEZEEMYGAT(T(A(((TGGG(NG((GATT((TTAGU(TGTTA(GMGG(TATTGG(TTIAG(((TG(ATT(T(AG((AAAGTGTAGGGAAIGA((T((AGTG((T(TG(ML\(T(I
ﬁ?gz;égncmmmm(CCTGGGCMGC(GAIKmAGUcmTTA(aAchrATTGc.(WIAGC(UG(ATTCT(AG(CAAAGYGTAGGGAAIGA((r(mmacucm(muc-
ﬁgé?;gncmmcTCA(((TGGG(ATG((GGTT((TTAGU(TGT(A(GATGG(TATTGGGTTIAG(((m(ATTtTC(GtCMAGmTAGGGAATGA(cTCMG(G((T(TGCGAAU(
ﬁ?égiZCACTGAT[TCACC(TGGCATGCCGATT(CITAGCT(IGTTACGATGGCTATTGGCTTTAGCCCTG(ATT(I(AGCCAMGTGIAGGGAATGAEUCCAGIGC[TCTGCAMCT([
;ﬁiz;\égacmmncf.\cccmeemecceArTccTTAGcTchTAcc.MGGcTATTGc.UnTAGcccmmrcTcAaccmmc.mcGGAATc.A(UccAc.mcﬂcchAAn-
:X?izgi‘lééhETGAT(TCn(CCTGEGC-ITGCCGATTCCTTAGETCTGTTDCGATGGCTDTTGGCTTIAG(CETG(ATTCT(MCCAAAGTGTAGGGMTGA((TCEAGTG((T(TGEMACT(-
;?#?n&ééACTGAT(T(A(CCTGGGCATGC(GATT(CTTTAG('I(TGTTTA(GATGG(TA'ITGGCTTTTL\GC((TG(ATT(TCAGC(BAAGTGTAGGGMTGACCT(CAGTGC(TCTGCAAA'
;izg?t;ECACTGAT(T(A(C(TGGGCATGC(GATT(CTTAGCT(TGTTACGATGG(TATTGG(TTITl\GC(CTG(A\TICTCAGC(AAAGTGT&GGGMTGA(CTC(E\GTG((T(IGCAAA(.TI

Figura 13: Ejemplo del archivo fasta para el GC17 en el GT AAAA (1111). El titulo de cada secuencia indica el nimero
del patrén otorgado por el programa, y sus frecuencias o numero de repeticiones. Como ejemplo, S271-2348 indica
que el patron S271 se repite 2348 veces en ese genotipo.

A continuacion, se llevo a cabo la definiciéon de los patrones determinando el nimero posible
de alelos que existen para cada gen candidato en la poblacién o conjunto de genotipos. En este caso se
seleccionaron los cuatro patrones (2+2) con mayor frecuencia en cada genotipo que ocurrié en al menos
un genotipo, asumiendo la redundancia de las secuencias. Despues se eliminan todos los patrones

duplicados sumando el nimero de presencias al patrén representativo (Figura 14).
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1| P17X: Bloc de notas - [m] x
Archivo Edicién Formato Ver Ayuda

>P1_9
ATCCCAGCACTGATCTCACCCTGGCATGCCGATTCCTTAGCTCTGTTACGATGGCTATTGGCTTTAGCCCTGCATTCTCAGCCAAAGTGTAGGGAATGACCTCCAGTGCCTCTGCAAACTCC
;?’?EiAG(A(TGAT(T(ACC(TGGGCATG(CGATT[(WM(T(TGWACGATGGCTAT[GGCT[AG(C(TG(ﬁTT(T[AG(CAA&GTGT&GGGMTGAC(TC(AGTGC(TCTG(AMCTC['
;'}SEEAGCMTGATCTCACCCTGGGCATGCCGATTCCTTMCTCTGTTACGATGGCTATTGGCTTTAGCCCTGCATTCTC&GCCAMAGTGTAGGGMTGACCTCCAGTGCCTCTGCMTI
;ﬁ?Eé:gCMTGJ\TCTC&CCCTBGGCATGCCGATTCCTTAGCTCTGTT&CGATGGCTATTGGCTTTAGCCCTGC.&TTCTCAGCCMAGTGTAGGEMTEACCTCU\ETGCCTCTGCMACTCI
;??Ei:éCﬁCTGATCTCACCCTGGECATGCCGATTCCTTAGCTCTGTTACGATGGCTATTGGCTTTAGCCCTGCATTCTU-'LGCCMAGTETAGGGMTEACCTCCMTGCCTCTGCAMCTCI
;:EEEAGCACTGATCTCACC[TGGGCATGCCGATTC(TTMCTCTGTTACGATGGCTATTGGCHTAGCCCTGCAHCT(AGCCMAGTGTAGGGMTGMCTCCAGTGC(TCTGCAMCTCI
;:?Eg»ﬂGCA(TGATCTCACCCTGGGCATGCCGATTCC]TMCTCTGWACGATGGCTM_[GGCT[TAGCCCTGCAWCTCAGC(AMGTGTAGGGMTGACCTCCAGTGCCTCTGCMMTCI
sﬁégEiGCA(TGATCTCACCCTGGGCATGCCGATTCCTI'AIGCTCTGWACGATGGCTAWGGCWTTAGCCCTGCATTETCAG(CMAGTGTAGGGMTGACCTCCAGTGCCTCTGCAMCTI
;?:EE:;CMTGATCTﬂACCCTGGGCATGCCGGTTCCTTMCTCTGT(ACG}\TGGCTAT[GGGT[TAGCCCTGCATTCTCCGC(WGTGTAGGGMTGACCTCMGCGCCTCTGCGAMTC
')fzézxéCACTGATCTCMCCTGGGCATG(CGATTCCTTAGCTCTGTTMGATGGCTATTGGCTTTAGCCCTGCATTCTCAGCCAMGTGTAEGGMTGACCT(CAGTGCCTCTG(MACTCC'

Figura 14: Ejemplo del archivo fasta generado para el GC17 después de determinar el conjunto de alelos para la
poblacidn. El titulo de cada secuencia iniciado por > indica el patrén y el nimero de genotipos donde se encuentran.
Por ejemplo, >P1-9, el patrén 1 se encuentra en 9 genotipos.

Esta deteccién de patrones permitié en su primer paso reducir el nimero de alelos presentes
en la poblacidn, y en su segundo paso obtener los genes candidatos con un menor nimero de lecturas.

Se obtuvo asi un conjunto de alelos preliminares para la poblacion de estudio.
62-Asociacion de alelos y composicidn alélica a la poblaciéon (conjunto de genotipos)

El conjunto de alelos preliminares obtenido se depuré mediante el alineamiento de
secuencias y la determinacidon manual del conjunto final de los alelos para cada gen candidato en la
poblacién. Las secuencias de cada gen candidato se alinearon en formato ClustalW y se determinaron
visualmente los SNPs e Indels ( en al menos tres pares de bases o en multiplos de tres) como variaciones

alélicas, que posteriormente se posicionaran en el conjunto final de alelos (Figura 15; Figura 16).
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Figura 15: Alineamiento de las secuencias y determinacion manual del conjunto final de alelos en la poblacién. La
imagen muestra el alineamiento de las secuencias para el GC17 (libreria OP4), antes de la determinacién manual de
los alelos. Por ejemplo el patrén 3 presenta un gap en el homopolimero, debido a un error en la secuenciacién, y se
eliminara. En cambio, el patrén 10 parece ser un SNP verdadero (T->C ).En cada fila de la segunda columna se
muestran los patrones generados en el paso anterior con el siguiente formato, Px_y-n. Px= nimero del patrén
inicial; y=nUmero de genotipos donde esta;n= nimero original del patrén.
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Figura 16: Archivos con informacidn de utilidad generados por ASPAM después de la determinacién manual del
conjunto final de alelos de la poblacion (Ejemplo GC17, libreria OP4). a) Archivo SNP: la primera fila muestra el
numero inicial total de SNPs e Indels identificados, en este caso 10. Las siguientes muestran filas muestran la
posicién (pb) y la longitud, es decir el nimero de bases que estan afectadas; b) Archivo SNS: muestra para cada SNP
el polimorfismo detectado, en la figura se muestran 10 SNP con sus cambio de base (Fila 1 base A o base G, Fila2
base C o base T, y asi sucesivamente); c) Archivo SNX: muestra para cada SNP el nimero de polimorfismos
detectados y su combinacion, indicando el nimero de niveles. En la figura, se muestra en la primera columna el
numero de niveles de cada cambio de base, en este caso 2. En la segunda y tercera columna, el cambio de base que
ocurre, como el archivo de la figura b.; d) Archivo PAN: muestra el nimero de patrones detectados definido por sus
combinaciones de SNPs. En el ejemplo, 2 indica el niUmero total de patrones, y las 2 filas siguientes la secuencia para
cada patrdn; e) Archivo PAX: muestra la secuencia correspondiente del patrén y el nimero de polimorfismos o
niveles detectados. En el ejemplo, 2 indica el nimero de patrones, y 10 numero de niveles o polimorfismos
detectados. La primera columna 1 es el patrén 1, y 2 el patrén 2. El resto de columnas identifican al polimorfismo o
nivel detectado, de la siguiente manera: columna 2 1=Ay 2 =G, columna 2 1=T y 2=C y asi sucesivamente; f) Archivo
PAS: muestra el nombre de los alelos existentes, Alelo 1=P6_241-7 y Alelo 2= P13_13-10.

72- Composicion alélica de cada genotipo

Cada uno de estos alelos seleccionados se asociaron al genotipo corresponidentemediante un
paso que determind en que genotipos se encuentran los alelos generados previamente (Figura 17). Esta

asociacion se realizé por dos vias diferentes

1- Coincidencia total de la secuencia del genotipo con la secuencia patrén (Perfect pattern
match). En esta opcidn la secuencias de los alelos seleccionados se alinearon con todas las secuencias
posibles de todos los genotipos en cada gen candidato, buscando los genotipos que tenian exactamente
el mismo patrén. Esta opcién es la mds adecuada cuando se dispone de un nimero suficientes de

lecturas para cada genotipo.

2- Coincidencia de la regidon donde se situan los SNP del genotipo con la region dénde se
posicionan los SNP en la secuencia patron (SNP match). Para esta opcion Gnicamente se asociaron las
secuencias de los genotipos que coincidian con la regidon de 2pb anterior y posterior a la variaciéon (SNP e

Indel) en el patrén de referencia, siendo por tanto esta opcion la menos restrictiva. Sin embargo, es la
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mas aconsejada porque engloba a la opcidn 1- y determina adicionalmente los alelos en genotipos con

n? de lecturas reducidas.

P17: Bloc de notas -

O

X

| Archivo Edicién Formato Ver Ayuda
h111, 1,1,2,1,1,2,2,1,1,2,2
1111, 2,2,1,2,2,1,1,2,2,1,1
1112, 1,1,2,1,1,2,2,1,1,2,2
1112, 2,2,1,2,2,1,1,2,2,1,1
1113, 1,1,2,1,1,2,2,1,1,2,2
1113 1,1
114, 1,1,2,1,1,2,2,1,1,2,2 >
1121, T,T,Z,T,T, 2,5, 1,1,2,2
1121, 2,2,1,2,2,1,1,2,2,1,1
1122, 1,1,2,1,1,2,2,1,1,2,2
1122, 2,2,1,2,2,1,1,2,2,1,1
1123, 1,1,2,1,1,2,2,1,1,2,2
1123, 2,2,1,2,2,1,1,2,2,1,1
1124, 1,1,2,1,1,2,2,1,1,2,2
1124, 2,2,1,2,2,1,1,2,2,1,1
1131, 1,1,2,1,1,2,2,1,1,2,2
1131, 2,2,1,2,2,1,1,2,2,1,1

Figura 17 Parte del archivo SPA generado por el programa ASPAM (GC17, libreria OP4). Este archivo muestra los
patrones generados en los genotipos de estudio. La primera columna es el genotipo, la segunda columna indica el
patrén, y las columnas restantes los niveles de SNPs. Como se observa en la figura los genotipos 1111,1112,1113
son heterocigéticos, con 2 alelos, mientras que el genotipo 1114 es homocigético para el alelo 1.Este archivo se
revisé para comprobar que ningun genotipo presentaba mas 2 de alelos, ya que E.guineensis Jacg. es una especie

diploide.

Los resultados de esta asociacion se revisaron para identificar de genotipos que presentaban un

exceso de alelos de acuerdo al nivel de ploidia de la palmera de aceite (maximo 2 patrones por

genotipo), y procesar estos genotipos de nuevo.

Algunos genes candidatos presentaron mas de dos alelos considerdandose como potenciales

genes candidatos multi-locus. Estos se procesaron por separado después de la revisidén, ya que no es

posible conocer a qué loci pertenece cada alelo. Este procesado considerd la presencia o ausencia de

cada alelo como un Unico gen candidato, generando tantos supuesto genes candidatos como alelos hay.

- Analisis de la combinacion de alelos

En este paso, previo al mapeo por asociacion se determiné la combinacidn alélica particular en

cada genotipo y para cada gen candidato que fue polimérfico (Figura 18a), y su estado homocigdtico o

heterocigético en cada genotipo(Figura 189b).
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Edicion  Formato

PAP: Bloc de notas

a)

Archivo

Edicién Formate Ver  Ayuds

PHC: Blec de notas

Aschivo

b)

Figura 18: Parte de los archivos generados por ASPAM después del analisis de las combinaciones alélicas. A) Archivo

PAP que muestra la composicion alélica para cada genotipo en aquello genes candidatos que fueron polimdrficos.
La primera columna muestra el genotipo, la segunda columna representa un patrén virtual incluido para la
compatibilidad en procesamientos posteriores (1), y el resto de columnas muestran los diferentes patrones

generados para cada genotipo; b) Archivo PHO que muestra el estado homocigdtico (1) o heterocigdtico (2) en la

combinacidn de los alelos en cada genotipo.

3.2.5. Estudio basico de la diversidad genética

Los parametros relacionados con la diversidad genética de cada loci y/o haplotipo polimdrfico

de los genes candidatos bialélicos,como la frecuencia del mayor alelo, la heterocigosidad esperada (He)

2

=1-3p; pi esla

fica (PIC; PIC;

3

limor

i6n po

.z

| contenido de informac

, @Sl como e

y la observada (Ho)

frecuencia de los alelos i de cada locus) se calcularén utilizando el programa Cervus versién 3.0.7

(Kalinowski y col., 2007). Las frecuencias alélicas y genotipicas se calcularon para cada locus utilizando el

programa programa POPGENE v 1.3.1 (Yeh y col., 1997). GeneAlEx version 6.5 (Peakall and Smouse,

2006) se utilizd para calcular el test Chi-cuadrado en cada loci para determinar su desviacion del

equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). En este caso, la hipotesis nula (Hy=0; P valor> 0,005) indica que la

poblacidn esta en equilibrio, y su apareamiento es al azar. Los valores P obtenidos inferiores a 0,005,

después de aplicar la correccion de Bonferroni se consideraron estadisticamente significativos,

rechazando la H,.

La poblacidon de estudio es un conjunto de genotipos "Tenera" procedentes de 107 familias

diferentes cuyos parentales tienes diferentes origenes (7). En este andlisis fueron agrupadas las familias

por el origen de su parental masculino "Pisifera", responsable de la mayor parte de la variabilidad

genética en la especie, ya que la base genética del parental femenino "Dura" es muy estrecha (Anexo

lisis interpoblacional dénde se estimaron los estadisticos F (Fit,

.

O un ana

7

10;Tabla 10.1). Por ello se realiz
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Fis, Fst) (Wright, 1949), el flujo génico (Nm) (Wright, 1969), y la matriz de distancia genética entre las
familias (Nei's, 1972) mediante POPGENE V.1.3.1. El dendograma se genéro a partir de esta matriz de
distancias genéticas y con el método cluster UPGMA (promedio no ponderado de pares de grupos)
utilizando POPGENE V 1.3.1 y editado en http://itol.embl.de/ (Letunic y Bork, 2016). Por ultimo, se
ejecutd un analisis molecular de la varianza (AMOVA) basado en 999 permutaciones calculando la
variacién total dentro de la poblacidn, entre las diferentes poblaciones agrupadas por el origen del

parental "Pisifera", y entre los propios individuos mediante el programa GENEAlex v 6.5.

4. RESULTADOS

4.1. Disefio de cebadores
En total se disefaron 224 parejas de cebadores para los 234 genes seleccionados como
candidatos en el capitulo 2. Después de probar estos cebadores en muestras aleatorias de la poblaciéon
fueron validos 201 parejas de cebadores que se correspondian con 198GC. Los cebadores que no
funcionaron correspondian a los transcriptos CDA41 y CDA44, a los genes candidatos co-localizados KG1,
KG146, KG163, KG165, KG16, KG170, KG178, TEST, KG203,KG220, KG221, KG222, KG223, KG224, KG225,
KG226 Y KG227, y a los genes candidatos conocidos P12, P46, y P75. Estos genes candidatos se

eliminaron del genotipado, y por tanto del estudio de mapeo por asociacion.

Los genes candidatos que continuaron en el estudio, sus parejas de cebadores, y la longitud de

sus amplicones se muestran en la tabla 6.1 del anexo 6.

4.2. Secuenciacion de amplicones

Los resultados de la secuenciacién de las librerias mediante la plataforma lon Torrent con el
chip 318 y recibidos en el archivo comprimido FASTQ arrojaron un resultado medio de 1,28Gb de
secuencias que representaban 6.390.106 lecturas después de filtrar las secuencias policlonales, los
dimeros y las secuencias de baja calidad. La figura 19 muestra el grafico con los valores
correspondientes a cada libreria en cuanto al nimero de secuencias obtenidas y sus lecturas después de
filtrar los datos iniciales. El nimero de parejas de cebadores de cada libreria fue variable, entre 31y 61
parejas de cebadores para 242 genotipos. El andlisis de correlacién de las variables niumero total de
lecturas, n? total de bases y n? de amplicones muestra que hay una correlacion fuertemente positiva
entre el nimero total de lecturas y el n2 total de bases secuenciados (0,98149 p=0,0005), pero no es
significativa la correlacion con el nimero de amplicones incluido en cada libreria frente a ninguna de las
variables anteriores (Amplicon Vs MPB= 0,3684 p=0,4727 ; Amplicon VS N2 Lecturas =0,36074
p=0,4824).
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9000000 2000
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7000000 - 1600
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Figura 19: Grafico de los resultados de cada libreria secuenciada (OP1 a OP6).

4.3. Filtrado de las secuencias
Las secuencias de cada libreria se filtraron tal y como se describe en el apartado 3.2.4 de
materiales y métodos. En la figura 20 puede observarse como este proceso de filtrado disminuyé el
numero de secuencias disponibles para analizar posteriormente. En las tres primeras librerias el nimero
de secuencias finales disminuy6 hasta la mitad de las inicialmente secuenciadas, en cambio la
efectividad de la secuenciacion mejord en las librerias OP4, OP5 y OP6, en las que el nimero de lecturas

disminuy6 entre un 30 y 40%.

B | ECTURAS INICIALES mmmm LECTURAS >120pB
w LECTURAS MIDS =>4=SEC FINAL (%)

8220689
7645150

6465931

5334243 5015808

515

OP1 OP2 OP3 OP4 OP5 OP6

Figura 20: Gréfico de resultados del filtrado de datos en las diferentes librerias. El grafico muestra el nimero de
lecturas iniciales correspondientes a la secuenciacidn, el nimero de lecturas después de aplicar el filtrado para
seleccionar aquellas que obtuvieron mas de >120pb de longitud, y las lecturas de las secuencias completas que
incluyeron los MIDs (identificadores de multiplex). Ademas también muestra el % del nimero de secuencias
disponibles después de todo el proceso de filtrado en ambos lados.
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4.4. Identificacion de los genes candidatos

El filtrado por genes candidatos redujo el nimero de lecturas o las frecuencias para cada GC, ya
que se tuvieron en cuenta las 10pb iniciales que fueron exactas en sus cebadores especificos "Forward"
y "Reverse". Como se observa en el grafico de la figura 21, después de la seleccién de los genes
candidatos el numero de lecturas disponibles totales disminuyeron como era lo esperado en cada
libreria. Unicamente en la primera libreria (OP1) quedaron disponibles menos del 50% de las lecturas. En
cambio, las librerias OP2, OP3 y OP6 conservaron mas del 90% de las lecturas. La media del total de las
lecturas disponibles después de los primeros pasos de filtrado fue de 3.687.563, y después de la
seleccion de las lecturas correspondientes a cada GC fue de 3.066.992 lecturas. En términos medios las

lecturas disponibles después del proceso de filtrado correspondia a un 83%.

M LECTURAS POST FILTRADO  ®m LECTURAS GCTOTALES A%

5859191

4691809
3611515 3687563
3225695

2227051 2510119

0% 183% T87% A

8% % 8 8 2% y
OP1(31GC) OP2(50GC) OP3(51GC) OP4(55GC) OP5(52GC) OP6(61GC)

MEDIA

Figura 21: Gréfico de lecturas de genes candidatos en cada OP antes y después del filtrado por gen candidato, asi
como el % de secuencias que se conservaron.

En relacidn a los genes candidatos, el nimero medio de lecturas por cada gen candidato fue
diferente en cada libreria, siendo la libreria OP5 la que més nimero de lecturas por gen candidato
obtuvo, y OP4 la que menos lectura por gen candidato obtuvo. El tamafio medio de los amplicones de
cada gen candidato también fue diferente en cada libreria siendo la libreria OP5 la que mayor tamafio

medio de amplicdn presentaba y OP1 la que menos (Figura 22).
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LECTURAS/GC W TAMARNO MEDIO AMPLICON

88722 + 187579
78408 + 120286

56634 + 86908 54661 + 154507
47414 £ 70673
27472 + 42615
168 173 190 216 238 216
OP1 OP2 OoP3 OP4 OP5 OP6

Figura 22: Grafico de lecturas medias y su desviacion estandar por gen candidato en cada libreria y tamafio medio
de los amplicones de la libreria en pares de bases.

Se aplicd un analisis de correlacion de Pearson en cada libreria para averiguar si habia una
relacion entre el tamafio de los amplicones y el nimero de lecturas obtenidos. Los resultados (Tabla 5)
mostraron una débil correlacion negativa, pero significativa (p<0,05) en las librerias OP4, OP5 y OPS, lo

que indica que el nimero de lecturas disminuye a medida que aumenta el tamafio de los amplicones.

Tabla 5: Anadlisis de correlacién para cada una de las librerias entre las variables nimero de lecturas del gen
candidato y la longitud de su amplicon.

Lecturas Vs Tamaio
Amplicon

OP1 -0,10479 (p=0,578)

OP2 0,06178 (p=0,6699)

OP3  -0,04028 (p=0,7790)

OP4 -0,30683 (p=0,0227)*

OP5 -0,39645 (p=0,0036)*

OP6 -0,26668 (p=0,0378)*

* p< 0,05 = estadisticamente sifignificativo.

En el anexo 7, en las tablas 7.1 y 7.2, se muestran las frecuencias o el nimero de lecturas para
cada gen candidato obtenido en la secuenciacién de su libreria. El nimero de lecturas presenta una
fuerte variabilidad, como puede observarse en la tabla 6, hay una gran diferencia entre el nimero de
lecturas maximo y minimo en cada libreria. El origen de estas diferencias puede ser debido al proceso de
multiplexado de la libreria, y a las diferentes temperaturas de fusiéon de los cebadores. O bien por
errores de la secuenciacién que han hecho que durante el filtrado de datos se pierdan esas lecturas, por

no coincidir exactamente los cebadores flanqueantes de los amplicones con la secuencia de origen.
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Tabla 6: Genes candidato con el maximo y minimo de lecturas en cada libreria.

LIBRERIA  GC MAXIMO GC MINIMO
oP1 CDA26 151303  KG35 23

oP2 CDA40 267778  KG64 4

oP3 KG126 371435  KG82,KG87, KG64* 1

oP4 KG153 615787  KG271 0

oP5 KG212 326380  KG174* 384

oP6 KG242 852988  KG120 0

* Gen candidato incluido en mas de una libreria.

4.5. Determinacion del conjunto preliminar de patrones en los
genotipos

Para llevar a cabo esta deteccidn se filtraron en un primer momento los alelos de los genotipos

bajo las siguientes condiciones: diploidia 2x, nimero minimo de secuencias totales consideradas (5) y

namero minimo de secuencias repetitivas que se consideran para un alelo (2). Este filtrado significa que

Unicamente se extrajeron de todos las lecturas de los 4 patrones con mayor frecuencia para cada

genotipo que tenian un maximo de 5 lecturas con al menos 2 repeticiones de cada secuencia patron,

llamandose a continuacion las secuencias repetitivas. En este paso se crearon nuevos archivos, uno de

ellos con resultados estadisticos, otro con las secuencias mas repetitivas y otro dénde se mostraban los

alineamientos multiples realizados (Tabla 4; Figura 13).

La tabla 7.1y 7.2 del anexo 7 muestra la frecuencia de los genotipos en los genes candidatos de
cada libreria. Como puede observarse en los graficos de la figura 23 no todos los genes candidatos
estaban presentes en todos los genotipos, e incluso algunos genes candidato no estaban en ninguno de
los genotipos del conjunto de la poblacién como CDA22 (OP1), KG35 (OP1), o KG282 (OP2), KG64 (OP2),
CDAG6 (OP2), P63 (OP2), P64 (OP2), KG69 (OP2), KG64 (OP3),KG103 (OP3), KG68 (OP3), KG94 (OP3), KG82
(OP3), KG159 (OP4), KG213 (OP5), KG215 (OP5), KG185 (OP5) y KG120 (OP6).

El nimero medio de genotipos obtenido por gen candidato fue de 171 genotipos, lo que implica
su presencia en el 70,6% de la poblacion. La libreria con mas genes candidatos en todos los genotipos
fue la libreria 2, con un total de 16 genes candidatos, y la que obtuvo menos presencia en los genotipos

de los genes candidatos fue OP6, como también puede observarse en el grafico de barras de la figura 23.
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Figura 23: Gréficos de las frecuencias del conjunto de genotipos que componen la poblaciéon en los genes
candidatos de cada libreria. En el eje vertical de cada gréafico se representa el nimero de genotipos, y el eje

horizontal cada gen candidato en cada libreria.
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Lo mas destacado del nimero de patrones obtenidos (resultados no mostrados) después de
realizar la busqueda de los alelos en el conjunto de la poblacidn fue:1. la desaparicién del estudio de
algunos genes candidatos porque después del filtrado no generaron patrones en la poblacién(KG47,
CDA34, CDA37, KG278, CDA3, KG35, KG86, KG93, KG113 y KG115), y 2. algunos genes candidatos
mostraron un Unico patrén (KG29, P39, KG24, P6, KG128, KG69 KG152, KG268, KG270, KG213, KG248,
KG249, KG251y KG257). Todos los patrones de los genes candidatos se revisaron en el siguiente analisis

manualmente, tal y cdmo se describe en el apartado 3.2.4 de materiales y metodos de este capitulo.

4.6. Determinacion final de patrones y composicion alélica de

la poblacién
El total de amplicones que llegaron a esta fase final fueron 213(71%), teniendo en cuenta los
GC candidatos secuenciados en mas de una libreria por errores en su anterior libreria.. Estos resultados
mostraron 19 genes candidatos sin ningln patrén (Tabla 8.1, Anexo 8) en la poblacion, 66 poseian un
Unico patrén (Tabla 8.2; Anexo 8), 81 genes candidatos tenian 2 patrones o alelos (Tabla 8.3; Anexo 8), y

36 de ellos mds de dos patrones en la poblacion (Tabla 8.4; Anexo 8) (Figura 24a).

El nimero total de SNP e Indels obtenidos en los genes candidatos con 2 o mas patrones fue de
401, de los que 391 fueron SNP y 10 fueron Indels, de los cuales 4 se obtuvieron en los GC con 2
patrones y 6 en los de mas de 2 patrones. La tabla 7 muestra el total de SNP obtenidos en los GC que
mostraron 2 patrones, con un ratio de 2SNP por GC, y en los GC con mas de 2 patrones con 6SNP de
media por GC. Como puede revisarse en el anexo 8, tabla 8.3, los genes candidatos que obtuviero mayor
numero de SNPs fueron los genes conocidos P74 y KG286 (2patrones) con 18 SNP. 25, 24 y 23 SNP se
detectaron en los transcritpos CDA4, CDA9 y en el gen co-localizado KG189, respectivamente para

aquellos GC con mas de dos patrones.

Como se observa en los graficos de la figura 25, el 59% de los SNP fueron transiciones con el
cambio de base mas frecuente C/T (Grafico a y b), siendo mas frecuente esta transicion en los genes
candidatos con 2 patrones que en los genes candidatos con mas de 2 patrones, como puede observarse
en la tabla 7. La transversion ocurrié en el 41% de los SNPs, siendo el cambio de base mas frecuente A/T
(29,81%) (Grafico a y c), y observando en la tabla 7 puede comprobarse que el cambio mas frecuente en
los GC con dos patrones fue G/C (25), mientras que para A/T ocurrié en 18 ocasiones. El ratio de Tr/Tv

total fue de 1,43.
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a} WHNOPATRON  WPATRON UNMICO W 2PATRONES > 2 PATROMNES
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Figura 24: Gréficos de resultados de la determinacién manual de los patrones de los genes candidatos.a) Conjunto
total de los resultados obtenidos. El 12% de los GC no mostraron ningtin patrén, el 31% mostré un Unico patrén, 2
patrones mostraron el 38% de los genes candidatos, y el 19% mostré mas de 2 patrones; b) Grafico en funcion del
origen de los GC que no mostraron ningln patrén (SP). El 20% de estos GC correspondia a los TDF obtenidos en el
experimento de cDNA-AFLP, el 10% a genes co-localizados y el 70% a genes conocidos; c) Grafico en funcion del
origen de los GC que obtuvieron un patrén uUnico (PU). El 10% de los GC procedia de transcriptos, el 26% de genes
co-localizados y el 64% a genes conocidos.d) Grafico en funcidn del origen de los GC que obtuvieron dos patrones
(2P). El 6% de los GC que obtuvieron 2 patrones correspondian a transcriptos, el 36% a genes co-localizados en el
mapa y el 58% a genes conocidos; e) Grafico en funcion del origen de los GC que obtuvieron mas de dos patrones
(>2P). El 11% de los GC que obtuvieron mas de dos patrones tenian su origen en los transcriptos, el 47% eran genes
co-localizados y el resto tenian su origen en los genes conocidos.
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Tabla 7: SNP detectados y sus tipos.

2 PAT 179 42 55 20 25 19 18 4
>2 PAT [pAVi 71 62 17 17 15 30 6
e y:\e 391 113 117 37 42 34 48 10
TOTAL 230 TOTAL 161 Ratio 1,43
Tr Tv Tr/Tv
a)

b) Tr c) Tv

OG/T DG/C CIA/C MAT

45,13% /

Figura 25: Clasificacion de los SNPs; a) Porcentaje de transiciones y transversiones totales;b) Transiciones totales
(A/G o C/T); c) Transversos totales (G/T, G/C, A/Cy A/T).

El conjunto total de bases de los amplicones secuenciados correspondia a 48510, y se obtuvd
1SNP por cada 122 pares de bases. Respecto al total de genes candidatos, tomando como dato el
nimero de amplicones secuenciados que obtuvieron patron (203), se obtuvieron 1,95 SNPs por

amplicén.

4.7. Asociacion de los patrones a los genotipos de la poblacidn:
valores perdidos y frecuencias genotipicas.

Los patrones de cada gen candidato fueron asociados con cada genotipo individual mediante la
opcidon de ASPAM de coincidencia de la region donde se sitian los SNPs e Indels, cuya longitud son el
SNP/Indel y las 3pb adyacentes, en sus secuencias. Los resultados de la asociacion de los patrones con
los genotipos individuales mostraron la presencia de valores perdidos en algunos genotipos de

determinados genes candidatos.
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En total se obtuvieron 26632 combinaciones de alelos para 117 genes candidatos que
obtuvieron 2 o mas patrones en el conjunto de los 242 genotipos, y los valores perdidos fueron un
5,94% (1650 valores perdidos en diferentes genotipos y genes candidatos), con una media de 15 GT/GC,
lo que supone 6,19% de los genotipos de cada gen candidato. Estas combinaciones de alelos fueron los
snp o conjuntos de snp (haplotipos) caracteristicos de la poblaciéon (conjunto de 242 genotipos)

detectados en cada gen como se presenta en el anexo 9, tablas 9.1, 9.2, y 9.3.

Aquellos genotipos que no mostraron combinaciones alélicas se consideraron como valores
perdidos. Como se muestra en el grafico de la figura 26 de los 117 GC, 91GC obtuvieron menos del 5%
de valores perdidos en el conjunto de genotipos, siendo de ellos 29 los que mostraron diferentes
combinaciones de alelos en todos los genotipos, como puede revisarse en la tabla 9.4 del anexo 9. Los
GC KG191 (2 patrones), KG233 (>2 patrones) y KG140 (2 patrones), fueron los que mayor nimero de

valores perdidos en sus genotipos con un porcentaje superior al 50% (Figura 26; Anexo 9, tabla 9.4).

W Ne GC
91
13 10 3
[ [
<5% 5-20% 20-50% >50%

Figura 26: Grafico del nimero de GC agrupados por su % de valores perdidos en el conjunto de la poblacién
agrupados en diferentes rangos.

Una vez revisados los genotipos y su composicion alélica, un total de 34 genes candidatos (33%)
mostraron la presencia de mas de dos alelos (multi-locus) en diversos genotipos. De estos genes
candidatos el 43,6% pertenecian a los genes candidatos co-localizados, 44,1% a genes candidatos
conocidos, y 5,9% a genes candidatos cuyo origen fueron los transcriptos. Estos genes candidatos fueron

desacartados del estudio de asociacién que se desarrolla en el siguiente capitulo (Tabla 8).

El estudio continto con los genes candidatos bialélicos que estaban presentes en al menos el
95% de la poblacién, para los cuales se muestran los resultados de sus frecuencias genotipicas en
funcidn del origen de la seleccion del gen candidato (Figura 27). Los resultados muestran que de los 65
genes candidatos, 45 genes candidatos presentaban mds del 50% de sus genotipos en estado
heterocigético. Los datos de los genotipos observados se representaron en el grafico de la figura 38,
agrupandolos en funcidn de su origen. En los genes candidatos co-localizados se observa que 4 de ellos
(KG187, KG11, KG143 y KG195) tenian mas del 90% de sus genotipos en estado heterocigético, y sélo
KG179 presentaba menos 10% de sus genotipos en el mismo estado (Figura 27). En el caso de los genes
candidatos cuyo origen fueron transcriptos todos los genes candidatos todos presentaron un valor

superior al 90% de heterocigdtos, siendo CDA26 y CDA40, los que mostraron un 100% de hetrocigosis
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(Figura 38). Once de los genes candidatos conocidos mostraron un 90% de individuos hetrocigéticos,
siendo KG243 y KG290, los que estaban en completo estado de heterocigosis en el conjunto de la
poblacién de estudio. En cambio 3 genes candidatos, KG155, KG272 y KG282 presentaron mas del 90%
en homocigosis, siendo para KG155 la presencia mayoritaria de alelo A2, y para KG272 y KG282 su alelo
A1 (las combinaciones de sus haplotipos se muestran en la tabla 9.1 del anexo 9) (Figura 27).

Tabla 8: Genes candidatos multi-locus (GC_CEB= Nombre del gen candidato y de sus cebadores; ORIGEN=

procedencia de la seleccion del gen candidato; CO-LOC=colocalizado; GCon=Gen candidato conocido; TDF=
transcripto)

GC_CEB ORIGEN GC_CEB ORIGEN
KG144_M23551 CO-LOC KG153_ATAGB1 GCon
KG138_M9619 CO-LOC  P44_M6ASA GCon
KG141_M847 CO-LOC  KG114_jcal GCon
KG162_HtC1_5925 CO-LOC  KG217_PDAT_2 GCon
KG166_HtC2_7081 CO-LOC  KG212_EgFATB2.2 GCon
KG167_HtC2_1255C2-411 CO-LOC  KG233_ASP1 GCon
KG173_HtC7_9200 CO-LOC  KG234_ASP2 GCon
KG185_FFB2_C6_S1.2 CO-LOC  KG242_EgETR_F2R2 GCon
KG189_FFB8_C545_S1 CO-LOC KG244_EgMAX4_F1R1  GCon
KG190_FFBS_C1455_53.4.5.6 CO-LOC KG246_EgARF1 GCon
KG197_BnC2_1289 CO-LOC  KG250_EgPINF3-6_PIN1 GCon
KG204_BnC10_7131 CO-LOC  KG252_AILS GCon
KG205_BnC12_2975 CO-LOC  KG271_VIR GCon
KG264_PO3_5-13 CO-LOC  KG21_PACT GCon
KG258_PO3_5-7 CO-LOC  KG31_atpB GCon
KG164_HTC2_11412 CO-LOC CDA4_B3/B12 TDF
KG177_HTC10_11102 CO-LOC CDA9_B25 TDF

NALAL WAZAZ WALAZ

Figura 27: Graficos de las frecuencias de las combinaciones alélicas mostradas mediante sus frecuencias genotipicas
(%) para los genes candidatos bialélicos agrupados en funcién de su procedencia. Los GC se ordenande la siguiente
manera: GC co-localizados (KG195-KG179), GC conocidos (KG243-KG282) y GC procentes de TDF (CDA26-CDA15).
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4.8. Estudio basico de la diversidad genética

El resumen de los los estadisticos utilizados para el estudio de la diversidad genética en los
genes candidatos bialélicos que continuaron en el estudio se muestran en la tabla 8. Es de destacar que
de los 136 SNP presentes en estos 64 genes candidatos, 45 SNP correspondian a genes candidatos
individuales, es decir a un Unico loci. Los SNPs situados en regiones muy cercanas constituyen un
haplotipo. En este estudio, hay 19 genes candidatos (loci) en los que hay mas de una posicion
polimdrfica cercana (Tabla 8, genes candidato sefializados con superindice 9), mostrando la presencia de
diferentes haplotipos, como puede revisarse en la tabla 9.1, anexo 9 donde se muestran los patrones
para esos genes candidato. Por ejemplo, el gen candidato conocido KG243, presenta un haplotipo

constituido por los SNPs posicionados en las bases 30, 42, 46,y 93.

Los locus que mostraron alelos raros, clasificados como aquellos alelos con una frecuencia
<0,05 fueron los correspondientes a los GC KG282, KG272, KG155 y KG179. La media de la
heterocigosidad esperada y de la observada fue 0,398 (+0,317) y 0,666 (+0,143), respectivamente,
siendo los intervalos de Ho de 0,042(KG282) y 1 (KG243, KG290, CDA26 y CDA40) y de He entre 0,041
(KG282) y 0,501 (P79 a CDA40). El contenido de informacién polimérfica o PIC varié entre el 0,040
(KG282_ ACYL-ACPF)y 0,375 (CDA40_B64), con una media de 0,306 (+0,098). Todos los loci, excepto 9,
mostraron desviaciones significativas del equilibrio de Hardy- Weinberg (p<0,05).

Tabla 9: Resultados de los estadisticos de diversidad genética basados en los SNPs y haplotipos de lo genes
candidatos bialélicos (N=242). MAF=Alelo de Menor Frecuencia; Ho= Heterocigosidad Observada; He=
Heterocigosidad Esperada; PIC=Contenido de Informacidn Polimérfica; HW (Equilibrio Hardy-Weinberg) (P-Valor)= P

valor obtenido después de aplicar el test chi-cuadrado (Pearson K., 1900); Signif= Significancia (ns =no significativo;
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001;. DE= desviacion estandar.

Locus MAF Ho He ‘ PIC HW P_valor ‘Signif ‘
KG282_ACYL-ACPF 0,021 | 0,042 0,041 0,04 0,741 ns
KG272_OLEOYL 0,029 | 0,058 0,057 0,055 0,642 ns
KG155_ELO2 0,033 | 0,066 0,064 0,062 0,595 ns
KG179_FFB1_CL1016_S1.2 0,042 | 0,085 0,081 0,078 0,497 ns
KG142_M2552 0,079 | 0,158 0,146 0,135 0,183 ns
KG135_M3117a 0,087 | 0,156 0,158 0,146 0,852 ns
KG75_GID1 0,088 | 0,168 0,161 0,148 0,508 ns
P13_QM 0,098 | 0,195 0,176 0,161 0,093 ns
P39_WO0S6942 0,099 | 0,198 0,179 0,163 0,087 Ns
KG194_FFB11_C3877_S4 0,120 | 0,24 0,212 0,189 0,037 *
KG268_EgMBAGL2-3 0,122 | 0,244 0,215 0,191 0,031 *
KG270_EgPPGLa 0,125 | 0,25 0,219 0,195 0,027 *
KG80_EIN4 0,130 | 0,26 0,227 0,201 0,020 *
KG288_EgTPase 0,137 | 0,274 0,237 0,208 0,014 *
KG193_FFB11_C1741_S3,4 0,160 | 0,32 0,269 0,232 0,003 *x
KG27_BKACPII_1 0,166 | 0,332 0,277 0,239 0,002 *k
KG192_FFB11_C1_S1 0,197 | 0,394 0,317 0,266 <0,001 *oEx
KG118_JC59a 0,218 | 0,437 0,342 0,283 <0,001 Hokx
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P64_PAT4 0,231 | 0,462 0,356 0,292 <0,001 rxk
P74_PAT9a 0,256 | 0,512 0,382 0,308 <0,001 kK
KG171_HtC4_4489 0,274 | 0,498 0,399 0,319 <0,001 ok
P77_PAT11 0,295 | 0,53 0,417 0,33 <0,001 rxk
KG265_P0O3_5-14 0,330 | 0,661 0,443 0,345 <0,001 ok
KG200_BnC7_3962 0,336 | 0,672 0,447 0,347 <0,001 xk
KG157_RPL10 0,345 | 0,69 0,453 0,350 <0,001 xk
KG180_FFB2_C4663_S1,2 0,372 | 0,744 0,468 0,358 <0,001 rxk
KG181_FFB2_C4741_S3a 0,376 | 0,752 0,47 0,359 <0,001 kK
KG186_FFB6_C2082_S1° 0,374 | 0,731 0,469 0,359 <0,001 rxk
KG269_EgNAC 0,380 | 0,759 0,472 0,360 <0,001 xk
KG29_GLUT1® 0,380 | 0,734 0,472 0,360 <0,001 rxk
KG96_FA8 0,391 | 0,662 0,477 0,363 <0,001 roxk
KG122_DEF1 0,396 | 0,775 0,479 0,364 <0,001 kK
KG183_FFB2_C2_S1 0,400 | 0,801 0,481 0,365 <0,001 ok
KG276_PYRKIN 0,403 | 0,798 0,482 0,365 <0,001 rxk
KG198_BnC3_792 0,406 | 0,813 0,483 0,366 <0,001 ok
KG201_BnC8_761 0,417 | 0,834 0,487 0,368 <0,001 xk
KG182_FFB2_C3566_S9 0,432 | 0,863 0,492 0,370 <0,001 kK
KG121_MADS11-1 0,440 | 0,838 0,494 0,371 <0,001 roxk
P78_PAT12a 0,434 | 0,793 0,492 0,371 <0,001 rxk
KG257_P0O3_5-5 0,446 | 0,891 0,495 0,372 <0,001 ok
KG117_JC55 0,454 | 0,891 0,497 0,373 <0,001 xk
KG187_FFB6_C3684_S1 0,456 | 0,913 0,497 0,373 <0,001 rork
P62_PAT2a 0,452 | 0,871 0,496 0,373 <0,001 ok
CDA15_B33 0,469 | 0,938 0,499 0,374 <0,001 kK
KG253_ANT 0,470 | 0,89 0,499 0,374 <0,001 ok
P79_PAT13 0,473 | 0,946 0,500 0,374 <0,001 kK
CDA24_B44a 0,500 | 0,967 0,501 0,375 <0,001 ok
CDA43_B67 0,496 | 0,992 0,501 0,375 <0,001 rxk
KG106_PSlI2a 0,481 | 0,963 0,500 0,375 <0,001 wk
KG11_M8373a 0,490 | 0,971 0,501 0,375 <0,001 ok
KG123_GLO2a 0,483 | 0,917 0,500 0,375 <0,001 rxk
KG124_AG1 0,490 | 0,963 0,501 0,375 <0,001 ok
KG143_M3256a 0,492 | 0,983 0,501 0,375 <0,001 wk
KG195_FFB13_C2168_S1 0,494 | 0,988 0,501 0,375 <0,001 rxk
KG214_EgWRI1,1 0,485 | 0,971 0,501 0,375 <0,001 ok
KG243_EgEBFa 0,500 | 1,000 0,501 0,375 <0,001 rxk
KG274_LIPOIC 0,479 | 0,959 0,500 0,375 <0,001 ok
KG70_BAK1la 0,494 | 0,962 0,501 0,375 <0,001 rxk
KG290_EgDSI 0,500 | 1,000 0,501 0,375 <0,001 roxk
P66_PAT6 0,479 | 0,909 0,500 0,375 <0,001 rxk
P84_PAT14 0,498 | 0,996 0,501 0,375 <0,001 rxk
CDA22_B42a 0,488 | 0,975 0,501 0,375 <0,001 rork
CDA26_B46a 0,500 | 1,000 0,501 0,375 <0,001 rxk
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CDA40_B64a 0,500 | 1,000 | 0,501 0,375 <0,001 |

Media | 0,666 0,398 0,309

DE | +0,317 10,143 +0,098

*Haplotipos

Tabla 10: Resultados de los estadisticos utilizados a nivel poblacional para la diversidad genética (N=242). Fis=
coeficiente de endogamia del individuo respecto a la subpoblacion; Fit= coeficiente de endogamia de un individuo
respecto a la poblaciéon total; Fst= efecto de las subpoblaciones comparando con la poblacion total.Nm= Flujo
génico

ORIGEN PARENTAL "Pisifera" Fis Fit Fst Nm

AVROS -0,8800 -0,7569 0,0654 3,5699
DAMI -0,8733 -0,7576 0,0617 3,7997
EKONA -0,8763 -0,7417 0,0717 3,2438
GHANA -0,9250 -0,7723 0,0793 2,9008
LAME -0,9356 -0,7640 0,0887 2,5697
NIGERIA -0,8581 -0,7214 0,0735 3,1492
YANGAMBI -0,8486 -0,7393 0,0591 3,9800
MEDIA -0,8868 -0,7509 0,0719 3,3162
DE 0,0325 0,0179 0,0105 0,5003

CONJUNTO POBLACIONAL -0,8875 -0,7326 0,0782 2,9469

En cuanto a los estadisticos utilizados a entre familias de un mismo origen y a nivel poblacional,
los resultados para los estadisticos F (Tabla 10) mostraron valores negativos en todas las familias y en el
conjunto de la poblacidn en Fis y Fit, por lo que la endogamia no aparece a nivel de subpoblaciones
dentro de cada familia ni a nivel de cada familia, como tampoco lo hace a nivel poblacional. Todos los
valores obtenidos a este respecto son muy similares con un media para el estadistico Fis de -0,8868
+0,0325 y para el estadistico Fit de -0,7509 +0,0179. Para el estadistico Fis el menor valor se obtuvo para
las familias cuyo parental es LaMe (-0,9356) y el mayor para las familias Yangambi (-0,8486). En cambio,
para el estadistico Fit el menor valor correspondio a las familias Ghana (-0,7723) y el mayor para Nigeria
(-0,7214). A nivel del conjunto de la poblacién los valores fueron de -0,8875 (Fis) y -0,7326 (Fit). Para el
estadistico Fst que compara cada subpoblacion frente a la poblacién total midiendo la disminucién de la
heterocigosis debida a la diferenciacion genética el valor medio obtenido para las familias fue de
0,0719+0,0105, siendo el valor minimo 0,0591 (Yangambi) y el maximo para LaMe (0,0887). En el

conjunto total de la poblacién el valor obtenido también fue proximo a 0 (0,0782).

El resultado del flujo génico (Nm) (Tabla 10) a nivel de familias mostré valores entre 2,5697
(LaME) y 3,9800 (Yangambi), siendo el valor medio obtenido de 3,3162+0,5003. Nm para el conjunto

poblacional fue inferior (2,9469).

El dendrograma obtenido mediante el algoritmo UPGMA, tomando cada familia (106 familias)

como unidad de analisis mostrd 3 agrupamientos principales bien diferenciados (Figura 28a). El primer y
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segundo agrupamiento correspondia a dos Unicas familias, Fam_668 NIG y Fam_697 GH, y el tercer
cluster agrupd las 104 familias restantes, diferenciando 8 subgrupos, donde se mezclan las familias con
diferentes origenes en su parental masculino "Pisifera". EI dendograma obtenido a partir de las
distancias genéticas para el conjunto de la poblacidn clasificada por el origen en su parental masculino
(Figura 28b), mostré tambien 3 agrupamiento diferenciados. Las familias de origen Ghana y LaMe se
agrupaban en el cluster I, en el cluster II, Nigeria y Yangambi, y en el ultimo cluster Ekona, Avros y Dami.
En este ultimo, las distancias genéticas entre estos grupos (Nei, 1978) y la identidad genética entre los
mismos se muestran en la tabla 11. Como puede observarse la maxima identidad genética se da entre
las familias Yagambi y Nigeria (1,0019) y Dami y Avros (1,0016), y la menor identidad genética entre
Nigeria y Ghana (0,9944), y Ghana y Ekona (0,9946).

Tabla 11: Matriz de identidad genética Nei's (1978) (encima de la diagonal) y distancia genética (debajo de la

diagonal) entre los grupos de diferentes origenes en el conjunto de la poblacién subdividida por el origen de su
parental.

Pob ID AVROS | DAMI EKONA | GHANA | LAME | NIGERIA | YAGAMBI

1,0008 | 0,9981 | 1,0009 | 0,9971 1,0000

DAMI 1,0010 | 0,9948 | 1,0029 | 0,9981 | 0,9990

EKONA -0,0008 0,9990 | 0,9974 | 0,9990

GHANA 0,0019 | 0,0053 0,9944 | 0,9969

LAME -0,0009 | -0,0029 | 0,0010 0,9980 | 0,9992

NIGERIA 0,0029 | 0,0019 | 0,0026 | 0,0056

YANGAMBI | 00000 | 0,0010 | 0,0010 | 0,0031

Ademas, el estudio de la AMOVA (Andlisis Molecular de la Varianza) explicd que Unicamente el
1% del total de la variacion genética es debida a la variacién ocurrida entre las diferentes poblaciones,

atribuyendo el resto de la variacidn genética a la variacién ocurrida dentro de los individuos (Tabla 12).

Tabla 12: AMOVA de las 7 poblaciones basadas en el origen de los parentales Pisifera basadas en los las
combinaciones alélicas obtenidas a partir de los marcadores SNP bialélicos.

Suma de los Media de los Variacion

Origen gl cuadrados cuadrados estimada %
Entre poblaciones 6 69,469 11,578 0,103 1%
Entre II"I’dIVIdUOS dentro de la 235 1120,230 4,767 0,000 0%
poblacién
Dentro de los individuos 242 4885,000 20,186 20,186 99%
Total 483 6074,698 20,289

*P <0,05
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Figura 28: Dendograma realizado mediante la matriz de distancia genética, utilizando el método de agrupamiento

UPGMA para la poblacidon agrupada por familias (a), y para la poblacion agrupada por origen de su parental
masculino "Pisifera"(b).
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5. DISCUSION

En el presente capitulo se ha desarrollado la identificacién de los patrones y SNPs en regiones
parciales de los genes candidatos y el genotipado de esos polimorfismos en la poblacién de palmera de
aceite africana sujeta a estudio, ya que es necesario identificar los patrones y SNPs presentes entre las
lineas de estudio y dentro de cada gen candidato (Zhu y col., 2008) antes de realizar el estudio por

asociacion mediante genes candidatos.

5.1. Disefio de cebadores

Las regiones de los genes candidatos elegidos en el capitulo 2 por su posible implicacién en los
caracteres de interés agrondmico fueron seleccionadas mediante dos estrategias diferentes
dependiendo de su origen para el disefio de los cebadores. Estas estrategias fueron: 1. La seleccién de
regiones conservadas en los genes candidatos mediante comparacion de sus secuencias por BLASTn de
los ESTs de E. guineensis y P. dactylifera, para los genes candidatos conocidos, co-localizados y
procedentes del analisis del transcriptoma mediante cDNA-AFLP, y 2. La re-secuenciacion de las
regiones de los genes candidatos co-localizados, cuyos polimorfismos habian sido previamente
identificados en otros proyectos para poblaciones diferentes de palmera de aceite africana, incluyendo
en los diferentes amplicones las regiones donde ya se habian identificado polimorfismos previamente.
Estas estrategias fueron exitosas ya que permitieron disefiar 224 parejas de cebadores (234 genes
candidatos iniciales) en las regiones exdnicas de los genes candidatos, de las cuales amplificaron
correctamente en el ADN gendmico 201, correspondientes a 198 genes candidatos. El no
funcionamiento de alguno de los cebadores de los genes candidatos pudo tener su causa en errores en
el disefio de los cebadores que no permitid una hibridacién correcta de los mismos, o aquellos que
mostraron bandas de tamafio superior a lo esperado en la posible presencia de intrones en la region del
gen candidato seleccionada, como ocurrié en el gen co-localizado KG1, y aquellos que mostraron una
amplificaciéon inespecifica podria indicar la presencia de multiples regiones en el genoma de la palmera
de aceite africana similares a los cebadores disefiados ya que pueden pertenecer a familias
multigénicas, como por ejemplo KG146, caracterizado como una histona H2B, que pertenece a una

familia de genes (Chabeouté y col., 1993).

5.2. Resultados de la secuenciaciéon

La plataforma de secuenciacion lon Torrent utilizada durante el desarrollo de esta tesis para la
secuenciacion masiva de los amplicones de los genes candidatos ofrece numerosas ventajas frente a
otras plataformas como un bajo coste por base y una rapida salida de datos (Galindo-Gonzalez y col.,
2015). Estudios que comparan diferentes tecnologias de secuenciacion han confirmado que a pesar de
tener una tasa de error superior a otras plataformas, cuando la cobertura de la secuenciacion es
suficiente, lon Torrent posee una capacidad y representatividad similar a otras plataformas, como por
ejemplo la plataforma lllumina para detectar SNPs verdaderos mostrando incluso un menor ratio de
falsos positivos (Quail y col., 2012; Galindo-Gonzalez y col., 2015). Para garantizar la cobertura de
secuenciacion y minimizar los posibles errores se utilizé el Chip lon 318™ cuya capacidad de salida de
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bases puede alcanzar los 2Gb para tamafios de lecturas de 400pb (www.thermofisher.com), ya que
como postularon Galindo-Gonzalez y col. (2015) cuando se aumenta la intensidad de lecturas disminuye

el ratio de falsos positivos en la identificacién de variaciones de un solo nucleétido.

Los resultados para cada libreria secuenciada fueron diferentes tal y como se esperaba, ya que
como agrupd Cronn y col. (2012) son numerosos los factores que pueden influir en las estrategias de
secuenciacion basadas en el enriquecimiento de secuencias mediante PCR. Estos factores que pueden
producir errores son debidos a: 1. amplificaciones de regiones no diana (pseudogenes o paralogos),
eventos recombinatorios y sesgos debidos a PCR. 2. dificultades en la precisién de la cuantificacion y en
las mezclas equimolares de los amplicones generados; 3. fallos en las reacciones individuales por baja
calidad en la muestra o a la presencia de contaminantes inhibitorios. También, influye en esta estrategia
la utilizacién de reacciones multiplexadas. Para minimizar estos errores a medida que se desarrolld el
experimento el procesd se optimizé. En todas las librerias se partidé de la misma cantidad de ADN (20ng)
para evitar diferentes concentraciones de amplificados, y obtener mezclas de las reacciones multiplex lo
mas similares posibles como postularon Walsh y col. (1992), pero con el objetivo de estandarizar la
concentracion final de cada libreria las reacciones fueron cuantificadas antes de su mezcla y después de
la ligacion de los adaptadores e identificadores del genotipos (MIDS) como se describe en el apartado
3.2.3 de Materiales y métodos. La disminucion de la presencia de estructuras secundarias o dimeros de
cebadores formados durante la reaccion a causa de la longitud de los cebadores se mejoré mediante la
purificacion en columnas por seleccion de tamafo, y los artefactos originados por las multiples
reacciones de PCR mediante diluciones de la mezcla de la muestra de amplificados(Materiales vy

métodos).

Un factor que no se tuvo en cuenta durante las preparaciones de las librerias, y fue relevante
en otros estudios de secuenciacién dénde se utilizo esta plataforma, fue el contenido de GC (Guanina-
Citosina) de los amplicones o del genoma de estudio. Un alto o bajo contenido de GC disminuye la
cobertura de la secuenciacion (Merriman y col., 2012; Ross y col., 2013). Quail y col. (2012) compararon
los resultados de tres tipos de plataformas de secuenciacion, e lon torrent mostré una cobertura mas
irregular que el resto de plataformas en el genoma rico en GC (67,7%, algunas regiones incluso 90%) de
la bacteria Bordetella pertusis y en Plasmodium falciporum (19,3% GC, algunas regiones incluso 0%).
Esto también lo postuld Galindo-Gonzalez y col. (2015) en su estudio realizado en lino como factor que
influencia en la cobertura de la secuenciacion. En futuros experimentos es una variable a tener en

cuenta para mejorar la calidad de la secuenciacion.

El andlisis de correlacion de Pearson (Lawrence y Link, 1989) (Resultados) entre las variables
numero de amplicones de la libreria, nimero de lecturas y mega pares de bases obtenidas en la
secuenciacion mostré que no hay una relacion lineal entre el nimero de amplicones incluidos en la
libreria y el nUmero de lecturas y pares de bases obtenidas en la secuenciacion, por lo que esta es una

variable que no es necesaria optimizar, aunque nos indicé que el tamafio de los amplicones si podria
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estar relacionado con el numero final de lecturas, debido a la relacién existente entre el nimero de

lecturas totales y megabases secuenciadas.

5.3. Procesado de los datos

El procesado de los resultados de la secuenciacion es una de las partes mas complejas de este
capitulo debido al gran volumen de datos obtenidos. En la actualidad existen numerosos programas
para el procesado de los datos iniciales resultantes de la secuenciacién (archivo FastQ), como se ha
desarrollado en la introduccion al capitulo. En este archivo se agrupan los datos de calidad de la
secuenciacion (codificados en ASCIl o American Estandar Code for Information Interchange) ademas de
las secuencias obtenidas, y puede procesarse mediante software de distribucién libre como FASTQC
(Andrews, 2010) FASTX-TOOLKIT (Gordon y Hannon, 2010) o con una "pipeline" de la plataforma Galaxy
(Blackenberg y col., 2010). Este tipo de programas no servirian para el propdsito de este capitulo,
aunque el procesado inicial de los datos filtrando por calidad de la secuenciacion disminuiria las lecturas
totales perdiendo informacion, debido a que este tipo de programas estan disefiados para el analisis de
"sheared DNA" (ADN fragmentado), que incluyen un ensamblaje de las secuencias solapadas, ya que se
obtienen secuencias cortas con ADN compartido para construir el genoma o una region de él,
comparando con un genoma de referencia o construyéndolo de novo (Grada y Weinbrecht, 2013). En
cambio, en esta tesis, los amplicones de pequefios tamafo, sélo poseen pequefias variaciones frente a
la secuencia de referencia, siendo este el principal motivo para utilizar el programa ASPAM, creado por
E.Ritter, en el que se procesaron todas las secuencias obtenidas mediante el filtrado de los datos brutos
basandose en el nimero de repeticiones de secuencias idénticas existentes, asumiendo que las

secuencias idénticas de mayor frecuencia fueron las verdaderas.

El proceso de filtrado, denominado como "pipeline", para la determinacion de las variaciones
alélicas en las secuencias se realizé por GC en dos etapas. En la primera de ellas, durante la preparacién
de los datos, se seleccionaron aquellas secuencias que tenian un niumero superior a 120pb, lo que evité
la aparicion de pequefios amplicones, causados por hibridacion de cebadores en regiones no dianas
("mispriming") y la eliminacidon de los cebadores corrrespondientes a la PCR de emulsion realizada
previamente a la secuenciacion y en la segunda etapa, durante el proceso de filtrado, para seleccionar
todas las secuencias que incluyeran los codigos identificativos del genotipo (MIDs), incluyendo 5 pares
de bases adyacentes de cada secuencias adaptadoras. La presencia de estos cédigos de barras en cada
amplicon permitié buscar mediante el algoritmo BLAST, en el total de las lecturas, el nimero de copias
de cada molécula de ADN original, como ya postularon Peng y col. (2015), ya que las lecturas se separan
gracias a la combinacion de MIDs al principio y final de cada secuencia (Clarke y col., 2014). La principal
limitacidn, en este punto, es la capacidad de distinguir los MIDs originales de posibles MIDs "mutantes"
generados durante las reacciones de PCR o por errores de secuenciacidn, pero la busqueda de
coincidencias perfectas mediante la comparacion de las secuencias de los MIDS en ambos extremos
unidos a las 5pb adyacentes que corresponden con las secuencias universales adaptadoras, y bajo el

supuesto de que las secuencias con mayor nimero de repeticiones son las verdaderas, minimiza esta
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limitacion descartando aquellas secuencias no coincidentes en esas regiones. Los resultados muestran
un aumento en el numero de lecturas conservadas a medida que se crearon las librerias después de este
filtrado, en la libreria OP4 se conservaron un 71% de las lecturas totales iniciales (Figura 21), debido a las
mejoras realizadas durante su creacidn, optimizando la técnica, hecho que también puede referenciarse

en el aumento de las secuencias conservadas tras el filtro inicial (Figura 21).

A continuacion, se identificaron las secuencias correspondientes a los genes candidato de cada
libreria comparando Unicamente entre las 10pb correpondientes a cada pareja de cebadores de cada
gen candidato. Esta seleccidn evitd descartar del estudio secuencias que no fueran idénticas en su
totalidad y la aplicacion del filtro para incluir cada secuencia de gen candidato en su genotipo
correspondiente, asegurd 3 lecturas minimas de la secuencia en cada genotipo. Las diferencias en los
resultados totales de cada libreria tiene una explicacion similar a la discusion sobre la preparacion de los
datos y el proceso de filtrado (Figura 22). Con respecto al sesgo mostrado por la desviacién estandar de
cada libreria, esta puede ser debido a la mayor afinidad de unos cebadores sobre otros con respecto a la
muestra, u otras condiciones como la influencia de la temperatura de hibridaciéon de los cebadores
sobre los amplificados obtenidos. La explicacion estd en que cuando se amplifican regiones diferentes
en una Unica reaccién la temperaturade hibriddacién debe ser 42C o 52C menor que la del cebador
individual, y para la afinidad de los cebadores es que las regiones que fueron amplificadas mas
eficientemente pudieron influir sobre el rendimiento de la reaccidn en otras regiones menos eficientes a
causa de que el contenido de la enzima Taq polimerasa y de los nucleétidos fue limitado y todos los
cebadores compitieron por él, disminuyendo la amplificacién de unas regiones frente al aumento de
otras y por tanto, afectando a la eficiencia de la reaccion de PCR multiplexada (Henegairu y col., 1997;

Markoulatos y col., 2012).

El mayor numero de lecturas en genes candidatos con amplicones de menor tamafio fue
confirmado en las librerias OP4, OP5 y OP6, mediante un analisis de correlacidon evidenciando lo
postulado por otros autores en cuanto a la preferencia de la PCR de emulsion por los amplicones de
menor tamafio, aumentando asi la cobertura de la secuenciacion en estos amplicones (Cronn y col.,
2013; Galindo-Gonzalez, 2015). Una alternativa para minimizar estos efectos, es el disefio de amplicones

de tamafios similares, para ser incluidos en una misma sesién de secuenciacion.

5.4. Deteccidon de los patrones a nivel poblacional (conjunto de
genotipos)

En este estudio el concepto de patron es definido como la combinacién de SNPs e Indels
presentes en cada gen candidato. La extraccién de estos patrones a nivel poblacional, considerados
como los alelos de cada gen candidato, se realizd en tres etapas (Materiales y métodos) en las que los
criterios de filtrado sobre las secuencias que restaban influyeron sobre los resultados para determinar
los patrones que representaban los alelos de la poblacion. La seleccion de los 4 alelos idénticos con
mayor frecuencia, a pesar de la diploidia de la especie, se realizd con el objeto de aumentar el nimero

de secuencias disponibles, asumiendo la presencia de rebundancias, que serian corregidas
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posteriormente mediante el alineamiento de las secuencias y la inspeccién visual de cada gen candidato
para determinar los patrones finales en la poblacién. Esta deteccidon de patrones puede compararse con
las 3 etapas para la identificacion de SNPs de otros programas definidas por Azam y col. (2012),
conocido como "SNP calling". En primer lugar se alinean las secuencias de los genotipos con la secuencia
de referencia (mapeo), a continuacion, se genera una secuencia consenso para cada genotipo individual,
y por ultimo se identifican los SNPs por comparacién con la secuencia de referencia. En el procedimiento
realizado, en cambio, en primer lugar se extraen las secuencias de cada genotipo, a continuacién se
establecen los patrones en el conjunto de genotipos eliminandose los duplicados, y por ultimo las
secuencias alineadas fueron seleccionadas por el operador. Los criterios de filtrado en las dos primeras
etapas influyen en el numero de patrones mostrados en la ultima etapa, mejoran la identificacién de los
marcadores SNP e Indels como postulan Kumar y col. (2012). Unas condiciones poco restrictivas
aumentan los patrones, y las posibilidades de falsos positivos, en cambio criterios muy exigentes
disminuyen los patrones, pudiendo darse situaciones de pérdidas patrones y por ende de genes
candidatos para el mapeo posterior. Los criterios seleccionados para esta tesis no fueron excesivamente
restrictivos, pero como se muestran en los resultados algunos genes candidatos no continuaron en el
estudio porque no mostraron patrones de consenso en la poblacién, y los que mostraron un Unico
patron fueron definidos como monomorficos, y se excluyeron del estudio, al no mostrar ningun
polimorfismo en las regiones seleccionadas del gen candidato. Los patrones o alelos preliminares se
alinearon y se revisaron por el operador para seleccionar el conjunto final de alelos de la poblacidn,
donde la principales limitaciones se encontraron en la seleccién de los patrones con frecuencias
similares que presentaban un Indel o gap en una region homopolimérica o regién dénde hay un nimero
determinado de nucledtidos iguales o del mismo tipo, ya que uno de los principales errores de la
secuenciacion en la plataforma lon torrent es la introduccidon de gaps, en este tipo de regiones porque
no es capaz de distinguir la longitud real de los homopolimeros, que algunos estudios sugieren en
homopolimeros de longitud de mas de 8 bases y otros en homopolimero de 2 o 3 bases (Quail y col.,
2012; Zeng y col., 2013; Bragg y col., 2013), incluso cuando el Indel se detecta en un gran nimero de
lecturas. Ademas, la subjetividad del operador en la toma de decisiones sobre el patrén verdadero en
estos casos también influye, por lo que en trabajos futuros es necesario validar los SNPs e Indels
detectados mediante su andlisis en los parentales de la poblacién y un mayor nimero de descendientes
convirtiendo nuestra poblacién en una poblacidn segregante, a pesar de proceder de un conjunto de
lineas no relacionadas. Esta validacidn en poblaciones segregantes es mds informativa, ya que como
postula Mammadov y col. (2010), permiten al investigador revisar la segregacion de los patrones de los
marcadores dilucidando si se trata de un locus con herencia mendeliana o de una secuencia duplicada o
repetitiva que paso el proceso de filtrado, donde no pueden existir mas de 4 patrones en especies

diploides, a excepcion de aquellos genes candidatos multi-locus.

A falta de esta validacion, se utilizaron dos estrategias de control después de la determinacién
de los patrones que mostraron la acertada seleccion de los patrones en los amplicones de los genes

candidatos. La primera de ellas relacionada con los genes candidatos co-localizados que procedian de
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secuencias con SNP ya conocidos, los cuales mostraron que el 70,6% de estos genes candidatos co-
localizados presentaron 2 o mas patrones (resultados no mostrados), y la segunda la comprobacion en
dos genes conocidos en palmera de aceite africana que sirvieron de guia para dilucidar si los patrones
que se obtuvieron eran correctos o no. Estos genes candidato fueron el gen SH o Shell (KG120) y el gen
Vir o Virescens (KG271), y mostraban polimorfismos responsables de la forma y el color de la fruta,
respectivamente, y donde se seleccionaron para el disefio de los cebadores las regiones del gen que los
mostraban. La secuenciacidon del amplicdn del gen SH correspondiente al exdn 1 realizada por Singh y
col. 2013 mostro diferencias alélicas que produjeron cambios en los aminoacidos codificados por este
gen entre Sh Dura, Sh Pisifera de origen Nigeria y Sh Pisifera de origen Congo. El amplicén para este gen
se disefio en esa region, y pudieron observarse tres patrones diferentes (Figura 29), correspondientes a
los dos alelos que deben estar presentes en nuestra poblacién de genotipos Tenera, uno otorgado por el
parental femenino Dura (N22) y otro por el parental masculina Pisifera, que en funcion de su origen sera

un patron u otro (N21 y N23).
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Figura 29: Patrones mostrados por el gen candidato KG120 correspondiente con el gen SH de E.guineensis. Los
patrones mostrados coinciden con la secuenciacién llevada a cabo por Singh y col. (2013) de los amplicones del
exon 1 del gen, donde los cambios de bases (SNP) producen cambios en las proteinas, identificando por tanto el tipo
de fruto presente en la poblacién. N21 corresponde a Pisifera de origen Nigeria, N22 a Dura y n23 a Pisifera de
origen Congo.

En el caso del gen candidato KG271, correspondiente al gen Virescens, Singh y col. (2014)
detectaron 5 mutaciones dominantes a partir de secuencias de cDNA de la proteina R2R3-MYB que
codifica para color del fruto violdceo-negruzco (Nigrescens)(Figura 30). Estas mutaciones truncan la
proteina y originan el color de fruto verde-anaranjado (Virescens) por una inhibicién en la sintesis de
antocianinas, acumulando carotenoides y degradando la clorofila. De los 5 eventos obtenidos por estos
autores, los resultados de la secuenciacion sélo arroja el evento 1 (A/T), observado en la coleccion de
germoplasma de origen Ghana y Nigeria, en las poblaciones de mejora y en la poblacién de mapeo de la
investigacion de su investigacién. En nuestra poblacidon hay 9 genotipos cuyos parentales masculinos
tienen procedencia Ghana y 6 genotipos cuyos parentales son de origen Nigeria, por lo que al menos de

sus alelos debe estar presente.

En ambos casos, se identificaron en los algoritmos emplados los alelos correctamente, lo que

valida la estrategia empleada.
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Figura 30: Alineamiento comparativo entre los patrones obtenidos en la secuenciacidon para el gen KG271
(Virescens) (P7 32-3; P2 41-5; P13 2-8; P16 2-9) y 4 de los patrones obtenidos por Singh y col. (2014)(Wild type;
Eventl; Event-2; Event-3; Event-4) en la misma region del gen. El evento 1 localizado en la base 208, es el mismo
evento que el obtenido en el patréon P13 2-8 para nuestra poblacion. Alineamiento tipo ClustalW realizado en
Bioedit 7.2.2 (Hall, 1999).

Los resultados finales de la determinacién de los patrones definitivos en el conjunto de la
poblacidn arrojaron 19 genes candidatos sin patrdn, 66 genes candidatos monomorficos, y 117 genes
candidatos con 2 o mas patrones, siendo siempre los genes candidatos conocidos los mas abundantes
de cada grupo debido al mayor nimero de genes conocidos incluidos en el estudio. Si revisamos los
resultados mostrados en el anexo 7 y anexo 8 (Tabla 8.1), la causa de la desaparicidn de algunos de los
genes candidatos del estudio por no generar ningln patréon puede estar en el bajo nimero de lecturas
obtenido para estos genes candidatos (<1000 lecturas en 16 de los 19 genes candidatos), con lo que
aumentan las posibilidades de que se eliminaran sus lecturas en algunas de las etapas del proceso de
filtrado. En cambio, el gen candidato KG215 con mas de 10000 lecturas no obtuvo ningln patrén, esto

puede ser debido a errores de secuenciacion en la region de los MIDS, ya que no se encontrd en ningun

genotipo (Anexo 7, Tabla 7.2), o bien errores durante la creacidn de las librerias.

Por otro lado, de los 66 genes candidatos que fueron monomarficos, 9 correspondieron con
genes candidato co-localizados que fueron re-secuenciados por mostrar polimorfismos en esas regiones.
La causa de que la re-secuenciacion de estos amplicones no mostrara ningin cambio de base en las
secuencias obtenidas puede ser debido a que el conjunto de genotipos utilizados en este estudio fue
diferente a la poblacién utilizada en el descubrimiento de esos SNPs. Puede ser un indicio de un proceso
de deriva génica originado por los diferentes procesos de sufridos en nuestra poblaciéon primando que
esta region del gen sea homocigédtica y no muestre ningln polimorfismo. Este indicio podria ser el origen

de una nueva hipodtesis que deberia investigarse para ser confirmada.

En definitiva, de los genes candidatos que presentaron uno o mds patrones un 63,93% fueron
polimorficos (resultados no mostrados), es decir, que presentaron uno o mas SNPs e Indels en sus
secuencias. Este porcentaje de SNPs secuenciados comparado con los resultados obtenidos en otras
especies de cultivos como maiz (80% de los amplicones secuenciados) (Rafalski, 2002) es inferior, a
pesar de ser E.guineensis una especie aldgama con mayor diversidad nucleotidica que las especies
autégamas, como sefialan Anderson y Lubberstedt (2003). Este porcentaje de polimorfismos se podria

calificar como medio, destacando que los amplicones seleccionados son parte de exones de regiones
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génicas donde normalmente los SNPs e Indels presentan una menor frecuencia, y puede subestimarse el
numero verdadero de SNP, reduciendo la resolucién de los estudios de diversidad genética, como
muestra la revision realizada por Edwards y col. (2007). Esto es debido a la limitacion que se genera al

seleccionar Unicamente regiones de transcriptos o ricas en genes del genoma (Patel y col., 2015).

En plantas se establece una frecuencia de 1SNP cada 100-500pb (Pootakham y col., 2015),
aunque los estudios realizados en cultivos como el maiz o la patata muestran una densidad muy
superior. En maiz, se han estimado frecuencias de 1SNP/30-45pb (Jones y col., 2009; Kumar y col.,
2014), y en patata, 1SNP/24pb (Uitdewilligen y col., 2013). Los resultados de este estudio mostraron una
frecuencias de 1SNP/125pb en la poblacién del experimento acorde con lo postulado por Edwars y col.
(2007) y similar al estudio realizado en colza (1SNP/130pb) de mapeo por asociacién mediante genes
candidatos relacionados con el contenido de tocoferol (Fritsche y col., 2012). En palmera de aceite, los
estudios muestran diferencias en cuanto a la densidad de los polimorfismos de un solo nucleétido. Por
ejemplo, Riju y col. (2007) establecieron un ratio inferior (1SNP/74pb), mientras que Low y col. (2014) y
Poothakam y col. (2015) postularon densidades muy diferentes en sus estudios, 2,30SNP/100pb vy
1SNP/665pb, respectivamente. Esta diferencia en las frecuencias de SNP/pb tiene su explicacion en las
poblaciones y los métodos utilizadas para los experimentos, ya que que en el caso de Riju y col. (2007)
correspondia una mezcla de individuos no relacionados entre si, al igual que los materiales utilizados en
esta tesis, y los SNPs fueron detectados a partir de una analisis in silico de las bases de datos de ESTs,
mientras que en el caso de Pootakham y col. (2015) procedia de una poblacidn F2 procedente de cruces
de clones de E.guineensis y se utilizé el método de genotipado por secuenciacion a lo largo del genoma

("Genotyping by sequencing"), para detectarlos.

Los SNPs fueron agrupados en funcién del tipo de substitucion de nucleétidos, como se explica
en la introduccion a este capitulo. Las transiciones fueron superiores (230) a las transversiones (161),
siendo los dos tipos de transicion muy similares (A¢>G; C<>T), y la transversion mas prevalente fue
AT, ambos resultados son similares a los mostrados por Low y col. (2014) en su analisis de las
regiones hipometiladas del genoma E.guineensis Jacq y E.oleifera. El ratio resultante de
transicion:transversion fue de 1,43, indicando mas transiciones que transversiones. Este ratio fue
similar al obtenido en otros cultivos como en vid (1,56),y en patata (1,50) (Salmaso y col., 2005; Simko y
col., 2006), y también similar a los ratios obtenidos en diferentes estudios de palmera de aceite africana

(1,67 (Poothakam y col., 2015), 1,77 (Poothakam y col., 2013) y 1,55 (Ting y col., 2014).

5.5. Composicion alélica de cada genotipo y analisis de la
variacion alélica

En el apartado de materiales y métodos se describe como fueron asociados los diferentes alelos

en cada genotipo, y de las dos opciones que presentaba el programa ASPAM para realizarlos se eligié la

opcién "SNP match" en la que era determinante la regién donde se encontraba el SNP y las dos bases

adyacentes a cada lado del mismo. Como se explica en el apartado es la opcién menos restrictiva, pero

es la mas aconsejable porque incluye alelos que puedan estar presentes en genotipos con un nimero de
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lecturas reducidas. Ademas, como muestra Santika (2015) (no publicado)en los resultados de su tesis de
master, hay pequefias diferencias entre una y otra opcion, pero al ser mas restrictiva, pequefios errores
en las secuencias completas de los amplicones, como por ejemplo, en una base hace que el genotipo
que los contienen se filtren y desaparezca del estudio. Aunque lo mds recomendable es utilizar ambas

opciones en el andlisis, esta combinacidn exige mas recursos en cuanto a tiempo que la opcién aplicada.

Por otro lado, la opcidn de la asignacién de la combinacién de alelos a cada genotipo acorde al
nivel de ploidia de la especie (2n), permitié identificar los genotipos que poseian un exceso de alelos, y
revisarlos para corregir los posibles errores. Estos errores pudieron originarse principalmente durante el
proceso de asignacion de patrones a la poblacidn, por lo que fue necesario revisar los patrones de esos
genes candidatos. Uno de los problemas detectados en esta etapa fue la deteccién de genotipos con
mas de dos alelos , después de la revisidon de sus patrones, esto puede ser debido a que esos genes
candidatos muestren loci duplicados o son miembros de familias de genes altamente conservadas, que
como explica Patel y col. (2015) pueden comprometer la aplicabilidad de los SNPs posicionados en los
exones de los genes candidatos para futuras aplicaciones, como el mapeo por asociacion, por lo que se

descartaron del estudio en esta tesis doctoral.

Un ejemplo de uno de estos genes es el gen co-localizado KG162, que como se discutié en el
capitulo 2 codifica una proteina GDP-manosa3,5 epimerasa que participa en la ruta biosintetica del
acido ascérbico y estd altamente conservado en plantas (78% a nivel de ADN)( Wolucka y col., 2003).
Watabe y col. (2006) apuntan a qué es un unico gen el que codifica esta enzima, aunque en tomate
encontraron otro gen homologo los cuales fueron mapeados en tres poblaciones de tomate por Stevens
y col (2007), pero tienen motivos de consenso en su secuencia de proteinas con la familia de las enzimas
epimerasa/dehidratasa, por lo que si el cebador fue disefiado en una de esas regiones puede dar lugar a
la presencia de multiples alelos, perteneciendo el amplicén a cualquiera de estos genes que codifican
este tipo de enzimas, o bien que en Elaeis guineensis exista un gen homaélogo. El gen candidato KG217
es otro ejemplo donde han aparecido mas de dos alelos. Este gen conocido codifica a una enzima
fosfolipido:diacilglicerol aciltransfersa (PDAT) participante en la sintesis de acidos grasos en la planta.
Los estudios sobre este enzima recogidos por Pan y col. (2015) han confirmado que existen multiples
copias de este gen en el genoma de las plantas, que los diferentes paralogos pueden codificar enzimas
con diferentes hablidades para la sintesis de TAG, y que algunas de estas enzimas son sustrato
selectivos. Estos mismos autores han confirmado mediante un analisis filogenético que las diferentes
PDAT se agrupan en 7 subtipos diferentes soportando su conclusidn en el grado de conservacién y
variacién en la estructura del gen, las propiedades de la proteina, la recurrencia de los motivos y la
divergencia funcional entre los clados. Confirma esto la aparicion de multiples alelos para este gen

candidato.

Como se revisa en los resultados, algunos genotipos no mostraron alelos en algunos genes
candidatos, y se consideraron como valores perdidos. Aquellos genes candidatos en los que el mas del

5% de sus genotipos eran valores perdidos (26GC), fueron descartados del estudio para evitar errores en
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el siguiente capitulo que se desarrollara posteriormente. En estudios de asociacion en otras especies
como tomate y girasol, se eliminaron aquellos marcadores que tenian 10% o mas de valores perdidos en
sus genotipos (Ruggieri y col., 2014; Filippi y col., 2015). El objetivo de esta mayor restriccién en los
valores perdidos fue evitar desequilibrios y complicaciones en los analisis posteriores a analizar, asi
como la creaciéon de posibles sesgos. Balding y col. (2006) postula que la pérdida de unos pocos
genotipos en analisis individuales de SNPs no generaria excesivos problemas, pero si el analisis combina
multiples SNP si, ya que se combinarian los valores pérdidos de multiples genotipos para varios
marcadores generando un sesgo y aumentado la probabilidad de error. Una alternativa a la eliminacidn
de estos marcadores del estudio, hubiera sido aplicar un método de imputacion, como el método de
estimacién de maxima verosimilitud (imputaciones simples) o la seleccidn al azar desde una distribucion
de probabilidad (imputaciones miultiples) reemplazando los genotipos perdidos con la prediccion de sus
valores basandose en el nimero de genotipos observados con los SNPs adyacentes, mejorando los datos

observados finales (Balding y col., 2006).(Beagle_ revisar bibliografia que hace para introducirlo aki)

Los resultados de las frecuencias genotipicas agrupados por las combinaciones de SNPs e Indels
en cada patrdn, es decir, de los haplotipos presentes en cada gen candidato resultaron acordes con lo
que se espera en la especie E.guineensis, ya que la palmera de aceite es una especie alégama en la que
la polinizacion es cruzada, lo que lleva a una alta proporcién de loci heterozigotos (Hanley y col., 2002).
Este razonamiento también puede estar respaldado por el tipo de poblacion seleccionada para este
estudio, ya que es una mezcla de individuos "Tenera" no relacionados entre si, y que han sufrido
diferentes programas de mejora. Sus parentales masculinos ("Pisifera") tienen diferentes origenes
(Tabla XX; Capitulo 4) pudiendo ser los responsables de esta variabilidad existente en un 69,23% de los
genes candidatos que continuaron en el estudio. Pero hay que resaltar que el analisis posterior de
diversidad genética es el que dard una mayor certeza a este nivel de heterocigosidad existente en la
poblacidn. Por otro lado, el resultado de estas frecuencias genotipicas confirma que la utilizacién de la
comparaciéon de secuencias entre los diferentes individuos de palmera de aceite africana es una
metodologia adecuada para la detecciéon de marcadores SNPs debido a que el genoma de cada individuo
es altamente heterocigético, como postularon Pootakham y col. (2013), en su discusidon sobre la

validacion de los SNPs detectados en su estudio.

5.6. Estudio basico de diversidad genética en el conjunto de la
poblacion

Los estadisticos utilizados para el calculo de la diversidad genética mostraron valores similares a

otros autores en estudios recientes de diversidad genética mediante marcadores SNP en palmera de

aceite africana. Uno de estos valores es el contenido de informacion polimérfica (PIC) utilizado para

medir el grado de informacidén que aporta cada marcador genético, calculado a partir de sus frecuencias

alélicas. En el presente estudio, el PIC medio en el total de los 242 genotipos de palmera de aceite

africana de la poblacién y para el conjunto de los 64 genes candidato que continuaron en el estudio fue

de 0,306, con un intervalo entre 0,040 y 0,375. Este valor medio es comparable con los valores
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obtenidos en palmera de aceite africana por Pootakham y col. (2013) y Ong y col. (2015) que fue de
0,293 y 0,315, respectivamente. La clasificacion del contenido de informacion polimérfica (Hayden y
col., 2010) indica en este estudio que el valor medio es razonablemente informativo (0,5>0,306>0,25),
pero sefiala que algunos marcadores son poco informativos, como se muestra en la tabla de resultados
(tabla 8; valores sin resaltar en negrita). Hay que destacar que el PIC esperado en los estudios de
diversidad genética a partir de marcadores SNPs es inferior al esperado en estudios realizados a partir
de SSRs debido a su condicidn bialélica (Kruglyak, 1997), y esto se refleja al comparar los resultados con
algunos estudios de diversidad genética en palmera de aceite africana con marcadores SSR ( PIC medio=
0,65, Ting y col., 2010 y Taeprayoon y col., 2015; o PIC medio= 0,546 en Arias y col., 2014) con los

realizados mediante marcadores SNPs en palmera de aceite.

La heterocigosidad observada (Ho) media fue superior a la heterocigosidad esperada (He)
media mostrando una gran proporcién de genotipos heterocigotos en el conjunto de la poblacién. Esta
proporcion de heterocigotos tan alta puede ser debida al caracter hibrido otorgado entre los parentales
femeninos "Dura" y los parentales masculinos "Pisifera", ya que estos ultimos tienen diferentes alelos
en muchos casos. Como defienden Arias y col. (2014) en su estudio de caracterizacion molecular de
diferentes lineas utilizadas en programas de mejora de palmera de aceite africana, esto es debido a los
distintos origenes de los parentales de la poblacion. En nuestro estudio, los parentales de las familias de
la poblacién de "Tenera" utilizadas también tienen diferentes procedencias como Nigeria, Yangambi,
Avros, Avros, Ekona, Ghana y LaMe para el parental masculina "Pisifera". El valor de He (0,398 + 0,317),
que caracteriza a la diversidad genética, fue algo superior y/o similar al obtenido en otros cultivos
mediantes marcadores SNPs como en girasol (0,29; Filipi y col., 2015), en guisantes (0,297; Diapari y col.,
2015) o en melocotonero (0,39; Michelenetti y col. 2015). Con respecto a los estudios mas recientes en
E.guineensis Jacq. el resultado obtenido fue igual al obtenido por Ong y col. (2015), y ligeramente
superior al obtenido por Poothakam y col. en 2013 (0,372). Al igual que ocurre con el PIC, los valores He
mediante marcadores SNPs son inferiores a los obtenidos mediante marcadores SSRs debido a la
naturaleza multialélica de estos Ultimos (He= 0,449, Arias y col., 2014; He=0,70, Taeprayoon y col.,

2015).

Por otro lado, el equilibrio de Hardy- Weinberg que postula que cuando el apareamiento es al
azar las frecuencias alélicas se mantienen estables en el tiempo, generacion tras generacién. En este
estudio esta ley se incumple en 55 (48 de ellos, P<0,001 muy significativamente) de los 64 loci
estudiados, esto puede ser debido a que no se cumpla el apareamiento por azar en la poblacion. Estas
desviaciones del equilibrio pueden ser debidas a procesos de endogamia, a la estratificacion de la
poblacidn o a procesos de seleccidn, y deberian aumentar la homocigosis en la poblacion, lo que en este
estudio no sucede. Ademas, Filippi y col. (2015) afirma que esta violacidn ocurre en la mayoria de las
poblaciones de mejora, lineas puras incluidas. También, las poblaciones naturales se encuentran en
desequilibrio para esta ley a causa de los diferentes eventos genéticos que ocurren a lo largo de la

historia de una poblacién como mutaciones, procesos de seleccion artificial o poblaciones
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estructuradas, entre otros (Abdurakhmonov y Abdukarimov, 2008). Por ejemplo, en un estudio de
asociacién a lo largo del genoma en melocotonero (Micheletti y col., 2015), el 98,5% de los loci
mostraban desvios significativos de esta ley, pero seleccionaron aquellos que a pesar de desviarse
significativamente mostraron un valor P> 0,0001 para el estudio de asociacion. Por lo que no interfirié
este desequilibrio en el analisis. Este dato serd importante posteriormente ya que en estudios para
conocer la estructura de la poblacion, previos al mapeo, se asume que la poblacidén se encuentra bajo

este equilibrio, como se desarrollara en el siguiente capitulo de esta tesis doctoral.

Este desequilibrio en la ley de HW es justificado por los valores negativos obtenidos en los
resultados mostrados a nivel de familias con un mismo origen y a nivel del conjunto total de la poblacion
en el coeficiente de endogamia (Fis). El coeficiente de endogamia muestra la desviacién de las
frecuencias genotipicas del equilibrio HW dentro de cada poblacién. Los valores negativos vienen dados
por un exceso de heterocigéticos entre las diferentes familias y la poblacién y por tanto una bajo nivel
de endogamia. Este exceso de alelos heterocigdticos puede ser debido a un proceso de heterosis
(Waples y col., 2015), ya que la poblacién seleccionada para el estudio procede de diferentes familias
gue ha sufrido diferentes procesos de mejoras durante multiples generaciones. Arias y col. (2014) en su
estudio de diversidad genética en poblaciones de mejora de E.guineensis Jacq. también obtuvo valores
negativos en este estadistico a causa de un alto nimero de heterocigdticos en su conjunto poblacional
de diferentes familias con diferentes origenes, de las que coinciden 3 parentales masculinos con el
mismo origen a los incluidos en esta tesis (Ekona, Yangambi y Avros). En cambio, Taeprayoon y col.
(2015) obtuvo valores positivos, préximos a 0, entre la media de las poblaciones estudiadas y a nivel
multipoblacional (0,20 y 0,22), pero sus poblaciones de estudio fueron diferentes. Este exceso de
heterocigotos en la poblacién es también visible por los resultados también negativos y préximos a -1
del estadistico Fit que estiman un exceso de heterocigdticos a nivel global entre las familias y en la
poblacion total, por lo que la deriva genética no parece existir en nuestra poblacion, evitando la

diferenciacién genética de la poblacion.

El estadistico Fst (indice de fijacion) que mide la diferenciacion entre las poblaciones por efecto
de la deriva génica, mostré valores muy préximos a cero que indican una baja diferenciacion entre las
familias con parental masculino comun y, también, entre el conjunto total de la poblaciéon. En cambio,
en estudios mas amplio de diversidad genética este valor fue superior a 0,1, sugiriendo una
diferenciacion entre las diferentes familias de estudio y entre la poblacidn total (0,2492, Singh y col.,
2008; 0,174, Arias y col. 2014; 0,33, Taeprayoon y col., 2015; 0,177, Okoye y col., 2016). Es relevante
destacar que estos estudios fueron realizados mediante marcadores microsatélites que poseen mayor
capacidad informativa como se ha discutido anteriormente, y aunque el origen de algunos de los
genotipos pueden ser comunes, las familias estudiadas en la presente tesis son diferentes ya que
pertenecen a diferentes programas y se han desarrollado en regiones diferentes, por lo que puede
existir una clara diferenciacion de los resultados. Este estadistico esta profundamente relacionado con

el flujo génico (Nm), que en los resultados muestra una hipotética no diferenciacién entre las diferentes
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familias y a nivel completo de la poblacién. Por tanto, existen indicios que la poblacién de estudio
evolucionan como un conjunto y no existe una poblacion estructurada. En cambio, Hayati y col., (2004),
Bakoume (2006) y Taeprayoon (2015) supusieron en cambio una estructura genética entre sus
poblaciones de estudio, debido a que este parametro junto con los resultados del indice de fijacion (Fst)

evidenciaban poblaciones estructuradas que divergian genéticamente entre ellas.

Los dos dendrogramas generados, uno a partir de las familias agrupadas por el origen del
parental (Figura 28a), y el otro a partir del agrupamiento de la poblacién por su parental (Figura 28b)
mostraron 3 agrupamientos diferentes. Los resultados mostraron que los dos primeros agrupamientos
del dendrograma a, correspondian a dos familias cuyos parentales son de origen Nigeria y Ghana, la
causa de la separacidn de estas familias, y su mayor distancia genética venga dada por su proceso de
mejora en la que se han utilizado cruces controlados. En cambio, para el tercer agrupamiento las
familias con diferentes parentales masculinos se encuentran mezclados, lo que implica una gran
similitud entre las diferentes familias y origenes. Cuando se analizan el conjunto de la poblacién por
origen de su parental masculino, sin tener en cuenta la familia a la que pertenecen también mostraron 3
agrupamientos bien diferenciados, pero se observa un relacién mas estrecha entre los parentales de
diferentes origenes. El mds destacado es la estrecha relacién entre Avros y Dami, cuya procedencia
original es la Republica Democratica del Congo (Africa) (Corley y Tinker 2003), pero en cambio Yangambi
cuya procedencia es la misma ha evolucionado obteniendo una mayor similitud con Nigeria, lo que
puede ser debido a los procesos de mejora a los que estas plantas han sido sometidas. Es importante
destacar que no se estudio el mismo nimero de familias para cada agrupamiento, por lo estos datos son
meramente indicativos y pueden presentar sesgos, ya que por ejemplo en el caso del parental LaMe se
incluyeron 5 genotipo que lo contenian pertenecientes a 3 familias diferentes, y en cambio, fueron 52
los genotipos de estudio en 25 familias. Para un estudio de mayor exactitud seria necesario aumentar el

numero de familias con parentales del mismo origen con los mismos marcadores.

Todos estos datos fueron confirmados con los resultados obtenidos por el analisis molecular de
la varianza (AMOVA) ddonde se mostré que el 99% de la diferenciacion genética es debido a la
diferenciacién dentro de los individuos del conjunto de la poblacidn, y sélo 1% se atribuye a la variacidn
entre cada poblacidon. Si se relaciona los datos obtenidos mediante el estadistico Fst que mide Ila
diferenciacion entre las poblaciones puede decirse que el total de la variacién genética del conjunto de
la poblacion total entre el 1y 7% es debida a la diferenciacion entre las diferentes poblaciones que la
conforman y entre el 93 y 99% es debida a los individuos. Los resultados obtenidos en palmera de aceite
africana por otros autores también muestra que mas del 60% de la diferenciacidon genética existente en
la especie es debida a los individuos dentro de la poblacién (Teaprayoon y col. 2015; Ong y col., 2015;
Arias y col, 2014; Cochard y col., 2009). Como postula Ong y col. (2015) estos niveles de variacién
genética en plantas estd asociado directamente con el sistema de mejora (Olmstead, 1999), y las
especies perennes con un ciclo de vida largo y de polinizacion cruzada presentan una mayor variabilidad

genética entre los individuos dentro de una misma poblacion.
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Para finalizar esta discusion cabe destacar que este estudio de diversidad genética en la
poblacidon utilizada en esta tesis parece indicar que la poblacion no esta estructurada, por lo que puede
ser adecuada para el estudio de mapeo por asociacion a través de genes candidatos que se desarrolla en
el siguiente capitulo. Aunque esta hipdtesis debe ser confirmada con un estudio de la estructura de la

poblacidn.
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4. ASOCIACION GENOTIPO-FENOTIPO

1. INTRODUCCION

El mapeo por asociacién es un andlisis estadistico de asociacién entre los genotipos,
normalmente sus SNPs o sus haplotipos, determinados en un conjunto de individuos, y los caracteres
(fenotipos) de los mismos individuos (Rafalski, 2010). Como ya se ha explicado en el apartado 4.2 de la
introduccién de esta tesis doctoral, este analisis puede abordarse por dos métodos diferentes: 1.
mediante la busqueda de marcadores distribuidos homogéneamente a lo largo del genoma, o 2.
mediante la busqueda de marcadores en los genes candidatos que pudieran estar relacionados con el o
los caracteres que quieran estudiarse. En la primera metodologia es necesario conocimiento previo del
genoma de la especie, ya que las regiones polimdrficas se buscan en toda su longitud, para luego buscar
la causalidad con el caracter, y en la segunda metodologia se busca la correlacion de los polimorfismo
detectados en los genes candidatos con el caracter o los caracteres de estudio, adaptandose mejor al
estudio en especies donde la informacion gendmica es pobre (Fusari, 2010) como ocurria en

E.guineensis Jacq en el momento de iniciar esta investigacion.

La poblacién seleccionada es uno de los factores criticos en los estudios de mapeo por
asociacion (Flint-Garcia y col., 2003; Breseghello y Sorrells, 2006; Yu y Buckler.,2006), ya que a
comparacioén con el mapeo de ligamiento y de QTLs dénde se utilizan poblaciones biparentales con sus
respectivas progenies, en los estudios de MA la poblacién procede de diferentes individuos que pueden
formar parte de un banco de germoplasma o de una poblacién natural, y segun muestran
Abdurakhmonov y Abdukarimov (2008) aportan una mayor variabilidad genética porque permite el
analisis simultaneo de gran numero de marcadores simultdneamente, y en consecuencia hay una mayor
probabilidad de obtener mayor resolucidén en el mapeo debido a la utilizacion de mayores eventos
recombinatorios durante la evolucidon del germoplasma, entre otros. Por otro lado, la diversidad
genética, la extension del desequilibrio de ligamiento a lo largo del genoma y las relaciones dentro de la
poblacién determinaran la resolucidn del mapeo, la densidad de marcadores, los métodos estadisticos y
la fuerza del mapeo (Zhu y col., 2008). Las poblaciones mas recomendadas (Breseghello y Sorrells, 2006)
serian: 1. Las colecciones procedentes de un banco de germoplasma o "core collection" representan la
diversidad genética porque poseen un amplia diversidad alélica, y son utiles en estudios dénde se
buscan caracteres cualitativos como resistencia a enfermedades, o caracteristicas de calidad. En cambio,
para la busqueda de asociaciones con caracteres cuantitativos no son las mas recomendadas ya que la
mayoria de sus individuos no estan adaptados a las condiciones de crecimiento y a la prevalencia de
enfermedades obteniendo una baja precision en las medidas de los caracteres. Los marcadores
obtenidos pueden utilizarse para la introgresion de nuevas variaciones en lineas élite mediante
retrocruzamientos asistidos por marcadores (Frish y Melchinger, 2005). 2. La poblacion formada por
lineas élite o cultivares es adecuada cuando los caracteres de estudio poseen una baja heredabilidad,
como pueden ser el rendimiento, o la tolerancia a estrés abidtico, ya que estas lineas son genéticamente
estables y estan adaptadas a las condiciones normales de crecimiento. En este caso, el mapeo por

asociacién produce mayor numero de polimorfismos y la deteccién de alelos favorables en la poblacion
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objetivo, que necesitaran ser validados posteriormente mediante cruzamientos para ser utilizados como
marcadores de las progenies en futuros cruces. 3. Por ultimo, las poblaciones sintéticas estaran
formadas por un conjunto de individuos con una buena aproximacion a la asuncién de apareamientos al
azar, ya que estan disefiadas para mantener y minimizar la endocria, aunque cuando esta poblacidn se
somete continuamente a procesos de seleccion sera necesario genotipificar los individuos de
generaciones sucesivas para reflejar adecuadamente la constitucion genética de la poblacién (Fusari,
2010). Los marcadores obtenidos a partir de este tipo de poblaciéon son utiles para el desarrollo de

indices de seleccion de los individuos (Breseghello y Sorrells, 2006).

La especie y el tipo de poblacién seleccionada condiciona el resto del estudio, ya que el
desequilibrio de ligamiento, base conceptual del mapeo por asocciacion, difiere entre y dentro de las
especies, e incluso entre diferentes regiones de un Unico genoma. Ademas, el tipo de poblacién
seleccionada puede presentar estructura poblacional, siendo ésta la primera causa de asociaciones
espurias (Tabla 1).

Tabla 1: Tipos de poblacion y sus caracteristicas mas relevantes para el mapeo por asociacién. Adaptada de
Breseghello y Sorrels, 2006. DL= Desequilibrio de ligamiento.

Tipo de Poblacion Grado de DL  Estructura Poblacional
Germoplasma o colecciones ntcleo Bajo Medio
Lineas élite y cultivares Alto Alto

Poblacidn sintética (individuos o progenies) Intermedio  Bajo

El desequilibrio de ligamiento puede definirse como el grado de asociacidon no aleatoria entre
los alelos de diferentes loci (Zhu y col., 2008), tal y como se ha explicado en el apartado 4.1 de la
introduccién de esta tesis doctoral. Un fuerte ligamiento entre los "loci" es la principal causa de
desequilibrio de ligamiento, por tanto Unicamente aquellos polimorfismos que estén estrechamente
ligados a un locus con efectos fenotipicos tendran una probabilidad significativa de asociacion con el
caracter de interés en una poblacion cuyos apareamientos hayan sido al azar (Remington y col., 2001).
La explicacion esta en que cuando existen dos SNPs muy préximos, con pocas bases de diferencia, éstos
estan sometidos a la misma presion por seleccion y deriva genética en el tiempo. La recombinacién
entre dos bases muy préximas es poco frecuente, por lo que estdn altamente ligados, traduciéndose en
un alto desequilibrio de ligamiento. En cambio, cuando los SNPs estdn situados en cromosomas
diferentes estan sometidos a la seleccién y a una segregacidon independiente, por lo que la

recombinacién entre ambos es mas probable, y su DL serd menor (Flint-Garcia y col., 2003).

Los estadisticos para medir el DL se basan en las diferencias entre las frecuencias de los
haplotipos observados y esperados (Capitulo 1; Apartado 4.1). Estos estadisticos son numerosos y se
adaptan a las necesidades del estudio en funcién de la ploidia de la especie o de la presencia de alelos

multilocus (Gupta y col.,2005). Para "loci" bialélicos, como es el caso de los genes candidatos
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seleccionados para este estudio, y especies diploides como E.guineensis Jacq. los estadisticos mas
utilizados son r*y D' (Figura 1)(Gupta y col., 2005; Ersoz y col., 2007; Orazugie y col., 2007). La principal
diferencia entre estos estadisticos es que r’ resume los eventos recombinatorios y la historia de las
mutaciones, mientras que D' mide Unicamente las diferencias debidas a la recombinacién (Figura 2),
teniendo en cuenta estas diferencias los autores sefialan a r> como el mejor estadistico para utilizar en
estudios de mapeo por asociacién, actuando como un indicador de las correlaciones entre marcador-
caracter (Abdallah y col., 2003; Gupta y col.,2005; Oraguzie y col.,2007; Abdurakhmonov y Abdurakimov,
2008).

Otro factor a tener en cuenta es la extension del DL porque determina la distancia fisica en la
gque existe asociacion a caracter mediante ese marcador, determinando la densidad de marcadores
necesarios para el mapeo y su posible abordaje (Ingvarsson y Street, 2011). Esta extensién puede
visualizarse bien en todo el genoma, en cada cromosoma o en un Unico gen, ya que como se explico en
la introduccion el DL no es uniforme en todas las regiones del genoma dentro de una misma poblacién, y
por ende en la especie. Aunque inicialmente el estudio del DL se fue aplicado en humanos, en la
actualidad acompafiado por el desarrollo de la era gendmica estos estudios se han incrementado en
plantas como Arabidopsis y en diferentes cultivos como arroz, cafa de azlcar, cebada, maiz, trigo o

soja, entre otros, como muestra la revision realizada por Maskri y col. (2012).

a)

,2 = (TTap Tap — MapTap)?

Tyl p

b)

(TapTap — TapTap)

min(maty, TeTp)

SITARTap — TapTag > 0
D' =

(TapTap — TapTap) P — <0
min(nAnB,naﬂb) AB'tab Ab'*aB

Figura 1: Estadisticos mas utilizados para el estudio de DL. a) El estadistico r’ es una medida del grado de
correlacién. Valores altos de r indican que ambos SNP transmiten informacién similar, y sélo es necesario genotipar
una de los dos SNPs (Bush y Moore,2012); b) D' es una medida utilizada en genética de poblaciones relacionada con
los eventos recombinatorios entre los marcadores. El valor de D' se encuentra entre 0 y 1. D'=0 indica equilibrio
total de ligamiento, por tanto una mayor frecuencia de recombinacién entre los dos marcadores. En cambio, D'=1
indica un desequilibrio de ligamiento completo, y por tanto la frecuencia de recombinacién serd nula(Bush y Moore,
2012). mpg=frecuencia del haplotipo AB; m,,= frecuencia del haplotipo ab; ma,= frecuencia del haplotipo Ab; T g=
frecuencia del haplotipo aB; ma=frecuencia del alelo A; mz= frecuencia del alelo B; m,=frecuencia del alelo a; m,=
frecuencia del alelo b.
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Figura 2: Demostracion de los estadisticos r2 y D' en diferentes situaciones de DL entre polimorfismos ligados
causados por mutaciones y eventos recombinatorios. Las imdgenes de la izquierda representan los alelos de dos
loci. En el medio, las tablas de contingencia de los haplotipos* y los resultados de ambos estadisticos. Las imagenes
de la derecha muestran los arboles para observar el DL. A. DL completo (1) cuando los dos loci comparten una
historia de mutaciones similares sin recombinacién. B. DL resultante cuando existen mutaciones en diferentes
linajes sin recombinacién entre loci D'>r2. C. Estado de equilibrio completo debido a eventos recombinatorios entre
los loci, con independecia de sus mutaciones (r2 y D'=0). Imagen de Flint-Garcia y col., 2003.

Los cultivos que han sufrido largos procesos de domesticacidn y se han sometido a procesos de
seleccion continuados en un ambiente especifico y para un caracter determinado modifican la
arquitectura de su genoma reduciendo su diversidad genética y creando poblaciones estructuradas. Se
entiende por estructura poblacional a la division de la poblacién en diferentes subgrupos con una
relacion de parentesco (Rafalsky, 2010), como consecuencia se crea una distribucién desigual de los
alelos entre estos subgrupos que al muestrearlos para crear un poblacion de mapeo la mezcla de estos
individuos con diferentes frecuencias alélicas crea DL (Soto-Cerda y col. 2012). Esta estructuracién de la
poblacién es una de las fuentes mas importantes de error tipo | en los estudios de asociacion, ya que

originan falsas asociaciones debidas al significativo DL que generan entre los polimorfismos situados en

diferentes cromosomas (Flint-Garcia y col., 2003).

La estimacion de la estructura de la poblacion en los estudios de mapeo por asociacion se
aborda mediante metodologias estadisticas basadas en el uso de marcadores no ligados que detectan la
estratificacion de la poblacidn y la corrigen (Pritchard y Rosenberg, 1999). Estas metodologias se aplican
mediante el uso de marcadores SSR y/o SNP, debido a su codominancia y a la posibilidad de automatizar

el proceso de genotipado. Estos marcadores también permiten estimar los niveles de parentesco, otro
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factor influyente sobre el DL (Capitulol; Apartado 4.1). La principal diferencia en la eleccion de los
marcadores radica en la necesidad de un mayor nimero de marcadores tipo SNPs por su naturaleza
bialélica para llevar a cabo el estudio (Zhu y col., 2008; Fillipi y col., 2015). El método estadistico mas
utilizado en la estimacion de la estructura poblacional es el programa STRUCTURE desarrollado por
Pritchard y col. (2000), y basado en la inferencia bayesiana. Mediante este programa se busca atribuir el
genoma de cada individuo del estudio a poblaciones hipotéticas y el andlisis de asociacién estara
condicionado a estas sub-poblaciones mediante la matriz de estructura poblacional denominada Q. Este
método asume que los marcadores no estan ligados y la panximia de la poblacién, es decir, el
apareamiento aleatorio. El andlisis de componentes principales (ACP) (Price y col., 2006) es otro de los
métodos utilizados para detectar e inferir la estructura poblacional en el mapeo por asociacidn. Este
analisis resume la variacién observada en los marcadores a lo largo de la poblacién en un nimero menor
de variables componentes. Estos componentes principales pueden interpretarse como sub-poblaciones
no observadas originadas a partir de los individuos de origen (Zhu y col. 2008). La elecciéon de uno de
estos métodos dependerd del modelo estadistico elegido para buscar la asociacién genotipo-fenotipo

(Capitulo 1; Apartado 4.3) que se aplica en el mapeo por asociacion.

El modelo lineal generalizado conocido por sus siglas en ingles "General Linear Model" (GLM)
es uno de los modelos mas sencillos utilizado en plantas para el mapeo por asociacion, que para cada
combinacién de marcador-caracter la aplicacion de este andlisis proporciona una solucion de minimos
cuadrados (Searle, 1987) mediante mdltiples comparaciones entre las medias de los niveles de los
factores para hallar diferencias significativas. Otros analisis estadisticos sencillos que pueden utilizarse
son la regresion linear, el analisis de la varianza (ANOVA), el test t o el test chi-cuadrado (Zhu y col.,
2008). El principal inconveniente de estos métodos es que no tienen en cuenta la presencia de
estructura poblacional y/o las relaciones de parentesco. En el caso de GLM, en presencia de estructura
poblacional pueden darse dos opciones: 1. excluir las muestras con similitud a una poblacién no
objetivo, o 2. incluirlo en el estudio de asociacién como una co-variable (Bush y Moore, 2012), lo que se
asemeja al método desarrollado por Pritchard y col. (2000) para poblaciones estructuradas en el que se
estima la estructura poblacional (Matriz Q) y esta estimacién se incorpora al GLM para corregir falsas
asociaciones (Soté-Cerda y Cloutier, 2012). Otro método muy aplicado es el modelo lineal mixto (MLM)
(Yu y col., 2006) en el que se incorporan la estructura poblacional (Matriz Q) y las relaciones de
parentesco (Matriz K) (Soto-Cerda y Cloutier, 2012). En caso de aplicar un analisis de componentes
principales para estimar la estructura poblacional, es la matriz P la que se incorpora en vez de la matriz
Q, para ambos modelos estadisticos. A estos analisis pueden aplicarse test de correcciones multiples
como la correccidn de Bonferroni (Dunn, 1961) - muy restrictivo-, la tasa de descubrimiento de falsos
positivos o FDR (Benjamini y Hochberg, 1995) - ampliamente utilizada-, el test de permutaciones o el
concepto de significancia de GWA (Dudbrigde y Gusnanto, 2008), este ultimo sélo en el abordaje del
estudio de asociacion a nivel de genoma completo, con el objetivo de controlar la acumulacién de falsos

positivos (Balding 2006; Bush y Moore, 2012). Estas correcciones deben realizarse con cierta precaucion
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porque pueden originar o aumentar los errores de tipo Il (falsos negativos) por aceptacién de la

hipdtesis nula, y por tanto disminuye el poder deteccidon de asociaciones (Fusari, 2010).

Los programas existentes para llevar a cabo los analisis estadisticos para el mapeo por
asociacién son numerosos. Desde Proc GLM y Proc Mixed en SAS ( SAS Institute, 1999) o R scripts (lhaka
y Gentleman, 1996) en los que son necesarios conocimientos de programacién, a paquetes de
programas como TASSEL (Bradbury y col., 2007) que permite también calcular y mostrar visualmente el
desequilibrio de ligamiento, en el que también pueden incorporarse los datos de la estructura
poblacional bien a partir de la matriz de datos Q, o bien a partir de la matriz P, y las relaciones de
parentesco K, aplicables a los modelos lineales mixtos, siendo este el mas ampliamente seleccionado
para llevar a cabo este tipo de andlisis. En el tltimo afio por ejemplo Tello y col. (2015) han publicado un
estudio realizado en vid de mapeo por asociacidon mediante genes candidatos relacionados con el
caracter complejo densidad de racimo en el que la asociacién fue abordada por 4 modelos estadisticos
diferentes en TASSEL: GLM, GLM+Q, MLM+K, y MLM+Q+K obteniendo como resultado un conjunto de
SNP asociados a dos componentes complejos de este caracter, y posicionados en genes candidatos que
previamente no habian sido relacionados con el caracter en cuestiéon. Mariette y col. (2015) publicaron
la identificacidon de genes relacionados con la resistencia al virus Plum Pox en albaricoque mediante la
asociacion por el escaneo del genoma completo utilizando con método estadistico MLM+Q+K mediante

un paquete estadistico aplicado en R.

Desde los primeros estudios de DL en plantas realizados en cultivos como maiz, arroz y avena
mediante marcadores AFLP, RFLP e isoenzimas (Soto- Cerda y col., 2012) en la década de los 90, el
numero de publicaciones también en otros cultivos como trigo, cebada, o soja, ha ido en aumento como
lo lo muestran las revisiones realizadas por Gupta y col. (2005), Abdurakhmonov y Abdukarimov (2008),
Zhu y col. (2008), o Soto-Cerda y col. (2012). En especies forestales y cultivos frutales con largo ciclo de
vida como eucalipto, pino, vid, o0 manzana también se han desarrollado numerosos estudios de
asociaciéon bien mediante el abordaje de genes candidato bien por el escaneo del genoma completo
(Khan y Korban, 2012). En palmera de aceite africana el Unico estudio publicado de mapeo por
asociacion ha sido abordado mediante la estrategia del escaneo completo del genoma (GWAS) para el
caracter complejo contenido de aceite en el mesocarpo (O/DM) identificando polimorfismos asociados

con diferencias para este cardacter (Teh y col., 2016).

En conclusion, el tipo de poblacion presente en el estudio, el DL, la estructura de la poblacion,
los caracteres de estudio y el conocimiento y recursos gendmicos disponibles en la especie y el objetivo
del estudio son los que influirdn sobre la decisién de la estrategia mediante la que se aborde el mapeo
por asociacién y el modelo estadistico a aplicar. Normalmente cuando el DL es bajo el abordaje
mediante el genoma completo se hace impracticable por el gran nimero de marcadores que se
necesitan para llevarlo a cabo, siendo mas util la identificacion de polimorfismos a nivel de genes

candidatos relacionados con los caracteres de interés.
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2. OBJETIVO

El objetivo de este capitulo por tanto es la realizaciéon de un estudio de mapeo por asociaciéon
para los principales caracteres agrondmicos relacionados con los componentes de produccién, de
racimo y componentes vegetativos, todos ellos relacionados con el rendimiento del cultivo E.guineensis
Jacg. utilizando los SNPs detectados en algunos de los genes candidatos identificados como participes

de estos caracteres en el capitulo 2 de la presente tesis doctoral.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Fenotipado

Los datos fenotipicos para los caracteres de estudio (BN= Numero de medio de
racimos/palmera/afio; BW=Peso medio del racimo/afio (Kg); CPO=Rendimiento de aceite/hectarea/afio
(ton/ha/afio); FN=NUmero medio de frutos por racimo; FW=Peso medio del fruto (g); HT= Incremento
de altura de tallo/afio (cm); MF=Ratio de pulpa o mesocarpio hiumedo con respecto al fruto (%); OWM=
Ratio de aceite con respecto al peso humedo de pulpa o mesocarpio(%) se tomaron durante 10 afios
(2000-2010), en la estacidon experimental de PT Binasawit Makmur, en Surya Adi Estate (latitud:
105°2’0”- 105°4’0” E, longitud: 04°1’0” — 04°2°0"S, elevacion: 28m) y perteneciente a la provincia de Sur
Sumatra (Indonesia). Los resultados de esta caracterizacion fenotipica fueron mostrados como el valor

medio de cada cardcter en cada palmera (Anexo 10; Tabla 10.1).

Para cada caracter de la poblacién se calculo el valor medio, el maximo y el minimo, y su
desviacion estandar. Ademas se realizé una analisis de correlacién de Pearson para conocer las posibles
relaciones existentes entre los caracteres. Estos analisis estadisticos se aplicaron mediante el programa

SAS v 8 (SAS Institute, 1999) utilizando el algoritmo PROC CORR.

3.2. Genotipado
Los datos de genotipicos correspondian a las 238 palmeras utilizadas para el genotipado
mediante marcadores SNPs utilizadas en el capitulo 3 (Apartado 3.2.1). En total se seleccionaron 142
SNPs localizados en 61 genes candidatos de los 198 seleccionados inicialmente para el estudio y
procedentes del andlisis de colocalizacién, del transcriptoma y conocidos que pudieran participar en los

caracteres elegidos en el capitulo 2 de esta tesis doctoral.

3.3. Desequilibrio de ligamiento
En primer lugar se seleccionaron los marcadores SNPs bialélicos genotipados en el capitulo 3
con un 20% maximo de valores pérdidos. Los valores perdidos de aquellos marcadores que los
presentaron se imputaron por un método desarrollado por E.Ritter (comunicacién personal) en R (R
Core Team, 2013), basado en valores medios de clases de marcadores. A continuacion, todos los
marcadores se mapearon en el mapa "in silico" utilizado en el capitulo 2 de esta tesis doctoral con el

objetivo de conocer su posicion y la distancia entre los marcadores.
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Los valores r¥* para el desequilibrio de ligamiento y sus valores p correspondientes para todos
los pares de loci entre los marcadores bialélicos se calcularon utilizando los programas SNPanalyzer (Yoo
y col., 2008) y Haploview (Barret y col., 2005), pero aquellos SNPs con una frecuencia inferior al 5%
fueron excluidos del andlisis. Este cdlculo se realizo a nivel intracromosémico e interloci, entre los
amplicones de los genes candidatos que se agrupaban en un mismo cromosoma,y a nivel intra gen

candidato en aquellos genes candidatos que presentaron mas de un SNP en su amplicén.

3.4. Analisis de componentes principales (ACP) y estructura
poblacional
El analisis de componentes principale (ACP) se realizdé para analizar la presencia de estructura
genética en la poblacién de estudio mediante el programa TASSEL 5.0 (Bradbury y col, 2007; Disponible
en http://www.maizegenetics.net) utilizando el conjunto de SNPs previamente detectados en la
poblacidn, Los pardmetros utilizados para el ACP fueron los siguientes: covarianza para obtener los
eigenvalores procedentes de la descomposicién de la matriz de covarianza, nimero maximo de
componentes 3, y mostrando sus eigenvalores (Disponible en https://bitbucket.org/tasseladmin/tassel-
5-source/wiki/UserManual). Estos eigenvalores fueron revisados para determinar el nimero de ejes
independientes de diferenciacién genética en los genotipos, y con el objeto de poder incorporar la

matriz P al modelo estadistico posterior para la busqueda de asociacion

La estructura poblacional se determiné mediante un modelo de agrupamiento bayesiano con el
programa STRUCTURE v 2.3 (Pritchard y col., 2000), sobre la base de los 29 SNP detectados en los 8
genes candidato que cumplian el supuesto de equilibrio HW (Capitulo 3, Tabla 8). El nimero de grupos
analizados oscil6 entre 1 y 10, con 20 repeticiones para predefinir el nUmero de grupos presentes en la
poblacidn. El periodo de "burn-in length" se establecié en 10000, seguido de 50000 repeticiones de la
cadena de Markov. La definicion de los grupos no fue predefinida, y las frecuencias alélicas fueron
correlacionadas entre los grupos (Pritchard y col., 2009). El nimero éptimo de grupos se determiné
como K=2, mediante el programa STRUCTURE HARVESTER (Earl y col., 2012) que aplica el método de
Evanno y col., (2005) basado en la estadistica ad hoc para estimar el nimero de grupos presentes. Con
el objetivo de confirmar este resultado, se ejecuto de nuevo el programa con 10 repeticiones de cada k

entre 1y 5, con el periodo de "burn-in length de 50000 y 100000 repeticiones de la cadena de Markov.

3.5. Analisis de asociacion de marcadores con el fenotipo

El analisis de asociacion de los diferentes marcadores (Total 129 macadores SNP) con los 8
caracteres de estudio (BN, BW, CPO, FN, FW, HI, OWM, MF) se testé en tres modelos diferentes de
asociacion basados en el modelo linear generalizado (MLG): 1. MLG simple, 2. MLG+Q que incluye como
covarianza la estructura poblacional obtenida en STRUCTURE, y 3. MLG+P que incluye la matriz P del
analisis de componentes principales obtenido en TASSEL. Estos analisis se realizaron en TASSEL v. 5.0
(Bradbury y col., 2007). La eleccién del modelo se realiz6 mediante una grafica de cuartiles del conjunto
de valores p obtenidos del analisis de asociacién para cada marcador en el conjunto de los fenotipos y

en cada modelo realizada en EXCEL 2007.
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Finalmente, una vez seleccionado el modelo se realizdé en SAS V 8.0 el analisis de asociacién
mediante PROC GLM y aplicando posteriormente el test de DUNCAN para la comparacion de las medias

observadas con un valor de error de probabilidad p <0,05.

4. RESULTADOS
4.1. Fenotipado

La poblacion fue fenotipada para siete caracteres relacionados con la produccion y el
rendimiento para los cuédles se calcularon los valores medios en cada genotipo (Anexo 10, Tabla 10.1).
Ademads se calcularon los valores medios, mdximo y minimo para cada caracter como también el
coeficiente de variacion (Tabla 2). La variacién estimada por el coeficiente de variacién varié entre un
8,10% (MF) y 41,92% (FN).

Tabla 2: Variacidn fenotipica en el conjunto de la poblacion para los caracteres agrondmicos analizados.
BN= Numero de medio de racimos/palmera/afio; BW=Peso medio del racimo/afio (Kg); CPO=Rendimiento de
aceite/hectarea/afio (ton/ha/afio); FN=NUmero medio de frutos por racimo; FW=Peso medio del fruto (g);

HT=Incremento de altura de tallo/afio (cm); MF=Ratio de pulpa o mesocarpio humedo con respecto al fruto (%);
OWM= Ratio de aceite con respecto al peso humedo de pulpa o mesocarpio (%).

Media Maximo Minimo %CV
BN 10,46 18,30 4,80 23,35
BW 15,04 23,80 10,30 14,43
CPO 3,97 9,30 1,00 38,04
FN 1039 2619 221 41,92
FW 10,33 30,70 3,80 41,34
HT 62,55 105,10 31,00 23,82
MF 79,02 93,00 63,30 8,10
owMm 49,53 69,70 25,00 19,16

Los coeficientes de correlacion de Pearson (Tabla 3) fueron estadisticamente muy significativos
(p valor < 0.01) en 12 de las 28 parejas, y tan sdlo 1 significativa (valor p< 0.05). En cuanto a los valores
de los coeficientes es de destacar una correlacién r >0.5 para las parejas BN y CPO, CPO y OWM vy, por
ultimo, FW y FN. Por otro lado, algunas de las parejas de marcadores se correlacionaron con signo

negativo como BN y BW, FN y FW, y FN y MF, indicando el sentido inverso de su relacién.
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Tabla 3: Coeficientes de correlacion de Pearson entre todos los caracteres agronémicos analizados. Se muestran
ademas los p valores correspondientes a cada coeficiente. CAR= Caracter.

CAR. BN BW (Kg) (?czg/ha/aﬁ FN FW (g) HI (cm) MF (%)
o)

BW (Kg) -0.24 -
0.0002

CPO B

(ton/ha/ 0.63 0.11 -

afio) <.0001 0.0893

FN -0.07 0.31** 0.12 -
0.273 <.0001 0.0598

FW (g) -0.06 0.04 -0.02 -0.72%* -
0.3552 0.4964 0.783 <.0001

HI (cm) 0.19** 0.25%* 0.27** 0.01 0.11 -
0.0033 0.0001 <.0001 0.9256 0.0941

MF (%) 0.05 -0.05 0.31%* -0.20** 0.20** 0.08 -
0.4792 0.4839 <.0001 0.0021 0.0016 0.1979

&";’M 0.16* 0.02 0.66%* 0.02 0.03 0.10 0.17%*
0.0147 0.7724 <.0001 0.7333 0.6028 0.1414 0.007

4.2, Posicionamiento en el mapa y desequilibrio de ligamiento

En total fueron 142 los SNPs pertenecientes a 65 genes candidatos bialélicos los que
continuaron en el estudio de asociacidn. Estos genes candidatos se localizaron en el mapa a lo largo de
los 16 cromosomas de la especie E.guineensis Jacq., siendo el cromosoma 13 el que presentaba el mayor
namero de SNPs (27 SNP) contenidos en 3 genes candidatos (KG195, KG70 y P74), y el cromosoma 16 el
que menos SNPs tenia (2 SNPs) pertenecientes a un Unico gen candidato (KG106) (Anexo 11, Tabla 11.1),
en la tabla inferior (Tabla 4) se muestran los genes candidatos y sus SNPs mapeados en el cromosoma 2.
Tabla 4: Posicionamiento en el mapa de los SNPs pertenecientes a los genes candidatos bialélicos posicionados en

el cromosoma 2 . GC= Gen candidato; SNP= Variacién encontrada; POS_MAP= posicion en el mapa en pares de
bases (pb).

GC SNP POS_MAP
A/G 6792342
GLO2
/T 6792272
KG288_EgTPase G/T 8992884
GL-2 KG154_DDB1CUL4 /T 9118625
KG180_FFB2_C4663_S1.2  A/G 13183483
/T 28517614
KG196_BnC2_10C3-629 /G 28517750
A/C 28517852
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KG181_FFB2_C4741_S3

KG182_FFB2_C3566_S9
KG183_FFB2_C2_S1
KG268_EgMBAGL2-3

KG105_PsSli1

G/T
A/G
T/C
G/A
A/G
A/G
C/G
A/G
G/T

31047861
31047886
31047899
31047996
31308475
31455617
33901095
59000784
59000929

El desequilibrio de ligamiento (DL) inter-locus fue significativo en los genes candidatos

posicionados en 10 grupos de ligamiento (GL2, GL3, GL5, GL6, GL7, GL8, GL10, GL12, GL13 y GL14) como

pueden observarse en los graficos de las figura 11.1 y figura 11.2 (Anexo 11). Como puede revisarse en

la tabla 5, el GL con un valor de DL medio mas fuerte fue el GL13 (r2>0,8; DE=+0,009) con una distancia

media de 3Mpb, y los GL11 (r2>0,019; DE=+0,014) y 15 (r2>0,007; DE=+0,000) obtuvieron un valor del DL

practicamente inexistente y su distancia media 6Mpb y 5 Mpb, respectivamente. En cuanto a las

desviaciones estandar que muestran la diversidad de los DL a nivel inter-locus en cada cromosoma, el

GL7 presentd una mayor desviacion respecto a la media (DE=+0,305) y los GL13 (DE=%+0,009) y GL6

(DE=%0,064) fueron los que menor desviacidn respecto a la media tenian.

Tabla 5: DL medio (r2) inter-locus en cada grupo de ligamiento (GL), y su distancia media.

bL Medio (rz) DE (%) Distancia Media DE (£)
(Mpb)
GL2 0,281 0,239 20 14
GL3 0,787 0,168 15 13
GL5 0,326 0,168 13 14
GL6 0,437 0,064 1 0
GL7 0,490 0,305 3 3
GL10 0,139 0,037 10 2
GlL11 0,019 0,014 6 5
GL12 0,108 0,083 11 6
GL13 0,877 0,009 3 0
GL14 0,269 0,234 10 5
GL15 0,007 0,000 5 0

El DL intra-locus se presentd en todos los genes candidatos que poseian mds de un SNP

distribuidos a lo largo de los 16 grupos de ligamiento, con valores de r superiores a 0,8 y con una
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distancia media de 38pb (DE=33). Por tanto estos SNPs posicionados dentro de cada gen candidato

conformaron diferentes haplotipos, como puede observarse en las figuras 11.1y 11.2 del anexo 11.

En la figura 2, se muestra el mapa de DL para el GL2, observandose cuatro bloques bien
diferenciados correspondientes al DL maximo significativo entre los SNPs de los genes candidatos GLO2,
KG196, KG181 Y KG185, abarcando una distancia maxima de 238pb entre el primer y tercer SNP del gen
candidato KG196. Entre estos 4 bloques los valores D' varian entre 0,4 y 0,91, entre el bloque 2 y 3
(KG196; KG181) y entre el bloque 3 y 4 (KG181 y KG185) (Anexo 11, Figura 11.2). También, se muestra la
presencia de DL inter-locus, siendo estadisticamente significativo, por ejemplo, el DL entre los SNPs de

los genes candidatos GLO2 y KG105 (r’=0,78; p<0,000), y cuya distancia es superior a 50Mpb (Figura 2).

GL2
a) b)
L I | — 1
¥ 8 ¢z z z # & % § 2 8 3 z =z z & §
-] o £-] (] 1] @ (] o [} <] £ o -] e o
g 8§ ¢ § ¥ ¥ § # ¥ i 3 § ¥ : : @ % =5 ss= goommame
Block 1 (DKt}

Block 2 (0 kb)
6 7

O 16.519 T6C .622 TGCAGAGG .323

15 CA .481 CTA .378 GATGAGGA .292

.07 A\ TGCAGACG .097

M TGCAAGGA .088

W\GATGAAGA .0638

\TGCAAAGG .066

\TGCAAAGA .021

GATGAGGG .011
A1

Figura 2: a) Mapa de desequilibrio de ligamiento entre los marcadores SNP posicionados en el cromosoma 2. Mapa
de desequilibrio de ligamiento entre los marcadores SNPs posicionados en el cromosoma 2. El mapa muestra como
los SNPs de un mismo gen candidato se encuentran entre ellos en DL mostrando el cuadro en negro e indicando que
r’>0,8, y formando un haplotipo. También se muestra el DL inter-locus, como es el caso de los SNPs de los genes
candidatos GLO2 (KG )y KG105 estan en DL siendo el valor R2=0.78, y por lo tanto mostrando un fuerte DL, a pesar
de la distancia que los separa indicada a modo orientativo por la barra horizontal superior del mapa. b) Haplotipos
formados por los marcadores SNP de los genes candidato posicionados en el GL 2 a nivel inter-locus e intra-locus. En
la imagen se muestran cada haplotipo del bloque con su frecuencia en la poblacién y las conexiones entre los
diferentes haplotipos. El valor D' se muestra en la parte inferior entre los bloques e indica el grado de
recombinacién entre ambos bloques.

A continuacion, el desequilibrio de ligamiento (DL) se calculé para cada cromosoma en un valor
de 100.000kb con el objeto de incorporar todos los marcadores presentes en cada cromosoma y hacer
el andlisis inter locus de cada cromosoma e intra locus para aquellos genes candidatos que presentaron
mas de un polimorfismo, con el objetivo de identificar los posibles haplotipos presentes. Los mapas de

DL de cada uno de los cromosomas se muestran en el Anexo 11, Figura 11.1ay 11.1b.

En total 142 regiones polimadrficas formaron 591 pares de r’ calculados, de los cuales 446 (75%)

fueron significativos (p<0.05). Cuando se enfrentan los valores de r2 frente a su distancia genética (cM)
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entre las regiones SNP que fueron significativosse muestra como el DL desciende muy lentamente sin

alcanzar el valor de r’ =0,2 a los 140cM (Figura 3).

r2

0,9 ¢
0,8 @

0,7 *
3 $ . o

0,6 ‘ ®

0,4 L
0,3
0.2 . L 2 ® s Y
0,1 K J *
’ ’ ‘
O ’ . ’ T ‘ T I’ T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Figura 3: Disminucion del DL (rz) como funcidn de la distancia genética (cM)entre dos SNPs. La mezcla de los datos
de todos los marcadores a lo largo de los 16 cromosomas se utilizd para estimar el el DL entre los locus. La linea
muestra la curva logaritmica que ajusta los datos de los 238 individuos que representan el conjunto de individuos.

4.3. Analisis de componentes principales (ACP) y estructura
poblacional

Los resultados de ACP mostraron que los tres primeros componentes principales resumian un

22% de la variacion total observada en la poblacién de estudio, mientras que el 50% de la variabilidad se

alcanzaba en CP=10 y el 100% CP=62, aunque a partir de CP=25 el aumento del valor de varianza

explicado era muy bajo (Figura 4). Los datos estan mostrados en la tabla 12.2 del anexo 12.

Por otro lado, en el gréfico de la figura 5, se muestran los 2 primeros ejes de los componentes
principales, en los que puede observarse la presencia de tres hipotéticas subpoblaciones. Estas
subpoblaciones representan el el 9,6% y el 6%, respectivamente de la variabilidad total del conjunto de

los genotipos.
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Figura 4: Grafico de la varianza explicada por cada eje obtenido como componente principal.
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Figura 5: Gréfico de los ejes correspondientes a los dos primeros componentes principales. EI CP1 explica el 9,6% de
la variabilidad observada y el CP2 el 6,5%. A= Avros, D=Dura, Da=Dami, CH= Chemara, E = Ekona, HC= Harrison-
Crossfield, L= LaMe, M= Mardi,N= Nigeria, Y= Yangambi.

Por otro lado, se analiz6 la presencia de estructura poblacional mediante el programa
STRUCTURE (Pritchard y col., 2000). Los resultados mostraron que la probabilidad mas alta para la
presencia de subpoblaciones fue con K=2 (Figura 6) y el valor de maxima probabilidad la subpoblacidn
Ln p(D)=-6057,41 con una desviacidn estandar de 0,733. Ademds, en la figura 8b se observa asimetria en
las proporciones asignadas a cada grupo, y una fuerte asignacion (>95%) a una de las subpoblaciones
sefialando una verdadera estructura poblacional (Pritchard y col., 2009).

Tabla 5: Estimacidn de la presencia de subpoblaciones en el conjunto de la poblacidn (238 genotipos) evaluados con
STRUCTURE mediante 29 SNPs El periodo largo de "burn-in " seleccionado fue de 10000 repeticiones y la cadena de
Markov 50000 en un modelo de poblacion mezcla y frecuencias alélicas correlacionadas. Se testaron entre 1y 10

subpoblaciones. K= nimero de subpoblaciones. Ln p(D) estimacién del logaritmo de la probabilidad de los datos,
DE= desviacién estandar.

1 -6440,865 0,099

2 -6057,41 0,733

3 -6068,265 27,987
4 -6071,765 56,330
5 -6152,26 234,408
6 -6087,445 97,371
7 -6224,415 188,743
8 -6274,67 204,281
9 -6332,885 202,247
10 -6468,305 343,528
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Deltak = mean(|L"(K)|} / sd(L(K))
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Figura 6: Estimacion del nimero de subpoblaciones mediante el valor Delta K utilizando el método propuesto por
Evanno y col. (2005)

Figura 7: Estructura poblacional de los 238 genotipos basada en 29 marcadores SNPs bajo la asuncién de una sub-
poblacion K=2. Cada genotipo se representa por una barra divida en dos colores diferentes indicando la fraccion
estimada de cada individuo que corresponde a cada sub-poblacién. El eje X muestra el nimero de genotipos y los el
eje Y el porcentaje de pertenencia a cada grupo.

Por otro lado para conocer como la estructura poblacional puede afectar a la varianza

fenotipica se realizo un analisis de regresién multiple en el que la variable dependiente fue cada caracter
y las variables independientes estaban formadas por la matriz Q. Todos los caracteres se vieron
afectados por la estructura poblacional, explicando cada modelo valores superiores al 80% de la

varianza fenotipica.

Tabla 6: Analisis de regresion midltiple entre el carcter fenotipico y la matriz Q de estructura poblacional. R es la

proporcion de varianza representada por la estructura poblacional; Valor P es la significancia estadistica del modelo.

2 2

Caracter R Valor p Caracter R Valor p

BN 0.9484 <0.0001 FW 0.8560 <0.0001
BW 0.9797 <0.0001 HT 0.9465 <0.0001
CPO 0.8750 <0.0001 MF 0.9935 <0.0001
FN 0.8511 <0.0001 OWM 0.9648 <0.0001
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4.4, Asociacién fenotipo-genotipo

Se analizaron 3 modelos estadisticos para la busqueda de asociaciones entre el fenotipo y el
genotipo de la poblacién seleccionada. Estos modelos fueron comparados mediante un grafico de
cuartiles o "QQ plot" de los valores p obtenidos como resultados en la prueba de Fisher para la
asociacion realizada en TASSEL v.5.0 (Bradbury y col.2007) (Figura 8), en el que para su representacion
se unieron todos los caracteres y marcadores. En el grafico inferior se observa que en el andlisis de
asociacion incluyendo la matriz del analisis de componentes principales (GLM+P) hay un mayor desvio
de los valores p observados en los 149 marcadores con respecto a los valores esperados. En cambio, el
modelo simple y el modelo de poblacién estructurada muestran valores muy préximos de la desviacion
de la recta, por lo que debido al tipo de poblacién y al bajo nivel de estructura poblacional analizado en
STRUCTURE mostrada se selecciond el modelo lineal generalizado (GLM) para la busqueda de
asociaciones significativas entre los SNPs y los diferentes caracteres. Los resultados a partir del modelo

simple (GLM) asociaron 15 SNPs de 11 genes candidatos con 6 de los 8 caracteres de estudio (Tabla 7).

El caracter BN tuvo dos SNP asociados significativamente que correspondian a dos genes
candidatos diferentes. El gen candidato KG254_PLT2 cuyo marcador SNP (A->C; Transversion) se
posiciona en la base 110 de su amplicon y explica 1,5% de la variacidn fenotipica. Los genotipos en los
que el alelo C estuvé presente fueron los que mostraron un mayor numero de racimos (10,95) (Figura
9.a, grafico a). El SNP del gen candidato P64_PAT4, a 104pb del inicio del amplicdn, explica un 1,1% de la
variacién fenotipica, siendo los genotipos que presentaron el alelo T los que mostraron una variacion

ligeramente superior a la media mostrada por la poblacién (Figura 9.a, gréfico a).
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Figura 8: Grafico de cuartiles de los valores p, para la comparacién de cada modelo de asociacion elejido. La linea
diagonal negra muestra los valores p acordes al valor esperado y al obtenido (x=y), cuando la diagonal se
transforma en una diagonal intermitente indica los valores de p<0,05, los cuales son significativos en cuanto a la
asociacion estadistica. El resto de puntos muestra los valores p ordenados para cada asociacién analizada mediante
el modelo lineal general (GLM), el modelo lineal general incluyendo como covariable la matriz de estructura
poblacional (k=2) (GLM+Q), y el modelo lineal general incluyendo como covariable la matriz de analisis de
componentes principales (GLM+P).
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Cuatro son los SNPs significativamente asociados al caracter CPO. Estos SNP se correspondian
con los genes candidato KG135_M3117, KG261 PO3_5-10, KG194 FFB11_C3877_S4. Todos los SNPs
explican un porcentaje de varianza similar sobre el fenotipo (entre 1,1% y 1,3%), y es de destacar que los
genes candidato KG261 y KG194 mapean en el cromosoma 11, pero no se encuentran en DL entre ellos
(Anexo 11, Figura 11.1b). En cambio, los 2 SNPs pertenecientes a KG135 (C/G, 22; A/C,127) y localizado
en el cromosoma 1 estan en total DL (R2=1) y conforman un haplotipo. En el grafico f de la figura 9.b
pueden revisarse los alelos que presentan la mayor variacién con respecto a la media del fenotipo para

cada gen candidato.

FN esta asociado significativamente con el SNP (G->T; Transversiéon) del gen candidato KG288.
Los genotipos con el alelo G son los que muestran mayor nimero de frutos con respecto a la media de la
poblacidn, y aproximadamente 162 frutos mas que aquellos genotipos que poseian el alelo T (Figura 9,
grafico b).

Tabla 7: Resultado de la asociacién de los genes candidatos con los caracteres de interes agrondémico en
E.guineensis Jacq.

Caracter GC SNP Crom Posicion R2 Valor p
BN KG254_PLT2 A/C 9 15548277 0,015 0,0108
P64_PAT4 C/T 12 15018030 0,011 0,0197
CPO KG135_M3117 c/G 1 21688462 0,013 10,0153
A/C 21688567 0,013 10,0153

KG194__ FFB11_C3877_S4 A/G 11 20390248 0,012 0,02
KG261__ PO3_5-10 G/T 11 11857044 0,011 0,0293
FN KG288_EgTPase G/T 2 8992884 0,016 0,0053
FW KG171_HtC4_4489 AT 4 4462591 0,008 0,0494
KG186_FFB6_C2082_S1 G/T 6 33052707 0,008 0,0486
A/C 33052739 0,008 0,0486
KG27_BKACPII_1 C/G 10 22949603 0,022 0,0012
A/C 22949604 0,022 10,0012
MF KG148_MUMA4 /T 3 8044652 0,013 10,0196
KG125_SQUA3 C/T 15 13726804 0,02 0,0027
owWwM KG135_M3117 c/G 1 21688462 0,016 0,0056
A/C 21688567 0,016 0,0056
KG148_MUMA4 /T 3 8044652 0,009 0,0446

En el caracter FW se encuentran el gen candidato que explican mayor porcentaje de varianza

del marcador sobre el caracter y los genes candidatos que menos porcentaje de varianza explican sobre

173



4. ASOCIACION GENOTIPO-FENOTIPO

el fenotipo. El gen candidato cuyos SNPs explican el mayor efecto para la variacion fenotipica es KG27
(r2=2,2%) en el caracter peso de los frutos. Este gen candidato presenta 2 SNPs en las posiciones 60 y 61
de su amplicon en desequilibrio de ligamiento (Apartado 4.1 de este capitulo), ambos transversos (C>G;
A->C), y siendo la base Cy la base A las que mostraron mayor peso de los frutos (Figura 9, grafico e), con
una diferencia respecto a las bases G y C de 1,71 g y a la media fenotipica de 1,48 g. En cambio, los
genes candidatos KG171 y KG 186 explican Unicamente el 0,8% de la variacion fenotipica. El alelo A del
amplicén de KG171, cuyo cambio de base también es una transversidon (A->T; posicién en amplicén
220pb) es la que muestra un mayor peso de los frutos (Figura 9; Grafico e), siendo 0,21g superior a la
media fenotipica en la poblacién. En KG186, los genotipos que poseian los alelos T y A son los que
poseen un mayor peso de los frutos con 0,53 gr sobre la media, y 0,79 gr mas sobre los genotipos que

poseian el aleloGyT.

Los marcadores de los genes candidatos KG125 y KG148, ambos transiciones (C->T), se asocian
significativamente con MF explicando el 1,3% y 2% respectivamente, de la variacién fenotipica del
caracter. En ambos casos los genotipos con el alelo T presente son los que obtienen una mayor
proporcion de pulpa con respecto al tamafio del fruto, siendo 2,12% (KG125) y 0,84% (KG148) superior a

la media mostrada por la poblacion (Figura 9, grafico c).

Por ultimo, el caracter OWM esta significativamente asociado con los marcadores de los genes
candidato KG135 y KG148. Ambos genes candidato estdn asociados con los caracteres CPO y MF,
respectivamente. En el caso de KG135, los marcadores explican un 1,6% de la variacién del caracter, y
KG148 un 0,9%. Y en ambos casos, los genotipos que poseen los mismos alelos con una variacion del
fenotipo superior a la media para el caracter CPO (KG135) y MF (KG148) son los que obtienen una

variacién superior a la media de la poblacién en OWM (Figura 9, Grafico d).
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Figura 9: Gréficos de la asociacion de los efectos de cada alelo en cada gen candidato. a) Efecto de los alelos de los
genes candidatos KG254 y P64 sobre el caracter BN, y sus valor fenotipico medio en la poblacidn; b) Efecto de los
alelos del gen candidato KG288 y su valor fenotipico medio en la poblacidn para FN; c) Efecto de los alelos de los
genes candidatos KG125 y KG148 sobre el cardcter MF (%) y su valor fenotipico medio en la poblacién; d) Efecto de
los alelos de los genes candidatos KG135 y KG148 sobre el caracter OWM (%) y su valor fenotipico medio en la
poblacidon. e) Efecto de los alelos de los genes candidatos KG27, KG186 Y KG171 sobre el caracter FW (g), y sus valor
fenotipico medio en la poblacion; f) Efecto de los alelos de los genes candidatos KG135, KG261 y KG194 y su valor

fenotipico medio en la poblacién para CPO (ton/ha/afio).
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5. DISCUSION

Este capitulo aborda la ultima etapa de un estudio de mapeo por asociacidon que es la busqueda
de asociaciones estadisticamente significativas entre el fenotipo, en nuestro caso algunos de los
caracteres de interés agrondmico mas importantes de E.guineensis Jacq., y el genotipo determinado por

los polimorfismos de un solo nucleétido detectados en los genes candidatos seleccionados.

5.1. Fenotipado de la poblacién
El fenotipado de la poblacion es elemental en el mapeo por asociaciéon y la eleccién de un gran
numero de individuos que conformen la poblacién de estudio permitird obtener datos fenotipicos mas
fiables y precisos, y en consecuencia los resultados de la asociacion tendran mayor potencia (Ingvarsson
y Street, 2011). Rafalski (2010) recomienda entre 100 y 500 individuos para conformar la poblacion de
estudio, en este estudio se seleccionaron 238 individuos, con fenotipos extremos aumentando asi la
variacién. Esta caracteristica se puede observar en los coeficientes de variacion obtenidos en los

resultados (Tabla 2) para los caracteres CPO, FN y FW, ddnde este valor fue superior al 35%.

Por otro lado, las correlaciones entre caracteres arrojaron resultados similares a otros estudios
en E.guineensis Jacq como en el caso de la correlacién negativa establecida entre BN y BW (Billote y col.,
2010; Montoya y col., 2014). Corley y Tinker (2015) explica que esta correlacidén negativa es debida al
aumento del peso de los racimos con la edad de la palmera y la tendencia a disminuir el nimero de
racimos, pero sin ver perjudicado el rendimiento de la planta. Montoya y col. (2014) también aprecio
una correlacion significativa entre BW y FN al igual que en nuestro estudio. También, MF y FN estan
correlacionados, ya que parece que los frutos de menor tamafio tienen menos mesocarpio
manteniéndose el peso de la semilla constante, como postulan Henson y Dolman (2004). Jalani (1994)
comparé frutos de peso extremo y encontraron que los racimos cuyos frutos eran mas pesados obtenian
un mayor ratio MF, confirmando también esta correlacion. Aunque algunos autores postulan que el
rendimiento de aceite en E. guineensis esta fuertemente influenciado por BW, en este estudio no se ha
encontrado una correlacién con significancia estadistica suficiente que refuerce esta afirmaciéon con
ninguno de los caracteres relacionados con el rendimiento de aceite como CPO y OWM, pero si CPO se
correlaciond con BN. Esta correlacidon sustenta que la variacidn en las palmeras maduras en el nimero
de racimos contribuye mds en los ciclos de rendimiento que BW (Broekmans, 1957; Brédas y Scuvie,

1960).

A pesar de las diferencias de las poblaciones de los estudios con los que se han comparado la
significancia y el sentido de la correlacidn mostrado por los resultados de este estudio aprecia
diferencias sugiriendo una relacién inherente a la especie entre estos caracteres y no al tipo de

poblacién, aunque hay que resefar que se necesitan mas estudios para confirmar este hecho.

5.2. Desequilibrio de ligamiento
El DL desempeiia un papel fundamental en el mapeo por asociacién, ya que el estadistico (rz)

con el que se correlacionan los alelos de la poblacion definira el rango predictivo del marcador genético
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con el fenotipo. Los resultados obtenidos en esta tesis muestran como el DL intra-locus, considerando
como un locus cada gen candidato, estdn altamente correlacionados, y conforman haplotipos. Estos
haplotipos sefialan que los marcadores SNPs de un mismo gen candidato se heredaran conjuntamente,
apoyado también por la distancia media en pb (38) a la que se encuentran los diferentes polimorfismos
dentro de cada gen candidato (Anexo 11; Figura 11.1). Como postulan Ardlie y col. (2002) y recogen en
su articulo Patnala y col. (2013), un "locus" del gen que posee los SNPs y estdn de DL son mds propensos
a conservarse en la descendencia a pesar de los eventos recombinatorios que puedan darse en regiones
proximas. Por tanto, el andlisis de DL dentro del gen candidato es una manera de reducir la region
gendmica susceptible de estar afectada por el caracter agrondmico, y todos los SNPs se heredaran
conjuntamente mostrando frecuencias similares en los individuos afectados en la poblacién. Estos SNPs
muy proximos entre si y en DL pueden ser representados por un Unico SNP seleccionado entre ellos
denominado SNP diana o "tagSNP", aunque en esta tesis no fueron determinados. En cambio en otros
estudios de mapeo por asociacion mediante el abordaje de genes candidato es habitual la
determinacion de los haplotipos y/o el SNPdiana que posteriormente serd el lanzado en el anélisis de
asociacion. Este es el caso de Jourdan y col. (2015) que identificaron un total de 470 SNPs que
conformaron 169 haplotipos en 17 genes candidato relacionados con el contenido de carotenoides y el
color de la raiz en zanahoria, o de Simko y col. (2009) que mediante la identificacion de los SNPs diana
en los haplotipos que conformaban los SNPs posicionados en diferentes regiones de un gen de

resistencia a una enfermedad causada por dos virus de la familia Tombusviridae en lechuga.

En cuanto al DL inter-locus (Tabla 5), los resultados muestran como el DL medio varia entre los
diferentes cromosomas, esto es debido a la diferencia de marcadores SNPs existentes en cada
cromosoma y a la distancia a la que se encuentran posicionados entre ellos. En general, aquellos
cromosomas donde el DL medio es mas pequefio existe una mayor distancia entre los marcadores,
cumpliendo asi lo que muestra la teoria (Myles y col. 2009). Aunque, por ejemplo, entre los marcadores
de los loci KG123 y KG105 el DL fue fuerte (r’= 0,78) encontrandose a una distancia aproximada de
52Mpb (Resultado no mostrado), esta alta correlacion a pesar de la gran distancia se debe a las
frecuencias alelicas presentes en cada marcador y puede tener su origen en alguno de los factores
interdependientes que afectan al DL y a sus patrones como son la recombinacidn, la deriva genética, la

endogamia, las mutaciones o el flujo genético.

Por ultimo, la lenta disminuciéon del DL (Figura 3) en la poblacidon de estudio indica que la
distancia a la que el DL se conserva es alta, y por tanto la probabilidad de recombinaciéon a esa distancia
serd baja. Este alto DL a lo largo del genoma puede deberse a que la poblacion seleccionada para el
estudio procede de un proceso de seleccion reciproca recurrente. El proceso de mejora de la poblaciéon
puede crear regiones en DL, ya que favorece las combinaciones alélicas y/o promueve la deriva genética
(Palaisa y col., 2003). Ademas, los marcadores SNPs se posicionan en genes candidatos que pueden

estar relacionados con los caracteres agronémicos de interés, lo que ha podido influir indirectamente
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mediante la eleccidon de posibles combinaciones alélicas en diferentes genes candidatos que hayan

participado de este proceso de mejora.

Una lenta disminucién del DL en E.guineensis Jacq. también fue obtenido por Jin y col. 2016, los
cuales observaron que el DL se reducia a la mitad a una distancia mayor de 200Kb en todas las palmeras
estudiadas, incluidas Tenera, las cuales son coincidentes con nuestra poblaciéon. En cambio, en la
poblacion de estudio de Teh y col. (2016) el DL obtuvd una disminucién mas rapida en su poblacion
Tenera que en esta tesis y que lo obtenido por Jin y col. (2016). Estas comparaciones ponen de
manifiesto como el DL varia no sélo entre las distintas especies, o dentro de la misma especie, sino

también en cada poblacién debido a su propia historia de seleccidn, en el caso de los cultivos.

5.3. Estructura poblacional

La estructura poblacional es uno de los principales factores que pueden originar asociaciones
espurias durante el mapeo por asociacion ya que afecta al DL, y puede generar una distribucion desigual
de los alelos dentro de los posibles subgrupos (Knowler y col., 1988). En esta tesis se han aplicado los
dos métodos mas utilizados para desengranar la presencia de una posible estratificacién o estructura en
la poblacion del estudio. Estos métodos son el analisis de componentes principales (ACP) (Price y col.,
2006) y el método de inferencia bayesiana desarrollado por Pritchard y col. (2000), mediante el
programa STRUCTURE (Pritchard y col., 2000). En el caso de ACP se utilizaron los 142 SNPs definitivos
para los que se habia genotipado la poblacién cuyo MAF > 5%. En cambio, para el andlisis mediante
STRUCTURE se seleccionaron 29 SNPs (MAF>5%) que se encontraban bajo equilibrio de Hardy-

Weinberg, ya que el modelo matematico desarrollado asi lo requiere (Pritchard y col., 2000).

En cuanto a los resultados obtenidos, en el ACP las posibles subpoblaciones representadas en el
grafico (Figura 5) como el cruce de procedencia de cada individuo, no poseen una clara definicidn para
establecer una poblacidn estratificada, ya que en cada uno de los conjuntos los individuos se encuentran
mezclados. Ademas la varianza explicada por los dos primeros componentes principales sélo alcanza el
16% de la varianza total (PC1=9,6% y PC2=6,5%),y siendo necesarios mas de 25 CP (80%) para poder
resumir la estructura poblacional. Estos valores se desvian del objetivo del método que es resumir la
variacién observada en todos los marcadores en un nimero menor de observaciones, y pudiendo
interpretar estos componentes principales como posibles subpoblaciones no observadas de las que se
originaron los individuos del conjunto de datos analizados o sus ancestros (Zhu y col., 2008). En cambio,
en el analisis llevado a cabo en STRUCTURE y utilizando el método "ad hoc" propuesto por Evanno y col.
(2005) para su interpretacién, revelé una mayor probabilidad para K=2, es decir, la presencia de dos
posibles subpoblaciones, y por tanto una baja estratificacién poblacional. Ademds el analisis de
regresion entre los subgrupos y los caracteres de estudio mostré fuertes relaciones entre los diferentes
subgrupos y el caracter como puede revisarse en los resultados, lo que indica que el origen de los
subgrupos no es en si una subpoblacion real, sino un sesgo introducido por efectos de la seleccion del
material para el estudio, en el que se eligieron genotipos de una misma familia con diferentes valores

fenotipicos, y por tanto un efecto debido a los ciclos de seleccidn a los han sido sometidos las familias
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que componen la poblacién de estudio, favoreciendo la presencia de unos alelos sobre otros. También
es necesario destacar que este resultado es una aproximacién a la posible estructura poblacional ya que
el nimero de SNPs con el que se realizé fue muy bajo, y al ser marcadores bialélicos son necesarios un
mayor numero de marcadores distribuidos a lo largo del genoma. Este analisis debe validarse o bien
aumentando el nimero de marcadores SNP o utilizando marcadores SSR que al ser multialélicos tienen
una mayor resolucién en este método basado en la inferencia bayesiana. Zhu y col. (2008) recomienda
un numero de SSRs que cuadruplique el nimero de cromosomas de la especie, para al menos incorporar
dos marcadores por cromosoma. Los resultados esperados en esta tesis en cuanto a estructura
poblacional eran que debia ser nula o baja, debido a que la poblacién seleccionada puede clasificarse
como sintética. Este tipo de poblacidn, como postulan Breseghello y Sorrells (2006) es la que mejor se
aproxima a la suposicién de apareamientos al azar, por lo que la presencia de la estructura poblacional

serd nula o baja.

5.4. Eleccion del modelo de asociaciéon

La asociacion estadistica genotipo-fenotipo puede realizarse mediante diferentes modelos
como se explicd en la introduccién a este capitulo. Como los resultados arrojados por la estructura
poblacional no son reveladores, se realizé la asociacion bajo el modelo linear generalizado simple, el
modelo linear generalizado incluyendo como covariable la matriz P procedente de ACP, y el modelo
linear generalizado adjuntando como covariable la matriz de estructura poblacional Q procedente de
STRUCTURE. La eleccidon del modelo que mejor se ajustaba se realiz6 como propone Balding (2006)
mediante una grafica logaritmica QQ en el que se compararon el logaritmo de los p valores de
asociacion obtenidos en cada modelo frente a los p valores esperados, pudiendo seleccionar el modelo
gue menos se desviaba del valor esperado para evitar asociaciones espurias. Este método de seleccién
es aplicado por diferentes autores para la seleccion del modelo que mejor se ajusta como Fritsche y col.
(2012) en su estudio de asociacién mediante genes candidatos en colza, el estudio de Mariette ycol.
(2015) en melocotonero de asociacion mediante el escaneo completo del genoma o el estudio realizado
en vid también mediante el escaneo completo del genoma en el que se comparan el modelo GLM,

MLM+K, MLM+Q+K (Tello y col., 2015).

En esta tesis el modelo que mejor se ajustd a la recta fue el modelo basado en GLM simple
como se muestra en los resultados (Figura 8), aunque fue bastante similar al modelo en el que la
covariable era Q (estructura poblacional). Como puede observarse en la gréfica de resultados GLM
presenta dos marcadores asociados que no los presenta el modelo GLM+Q, lo que puede indicar la
presencia de dos falsos positivos, pero en cambio los dos marcadores superiores presenta una ligera
desviacion superior en GLM+Q. Esta controversia puede deberse a una sobreparametizacion del modelo
aumentando la tasa de falsos positivos en situaciones de baja estructuracion genética, al igual que
ocurre al incluir los CP al modelo en estas situaciones como postulan Pefia Malavera y col., (2014),

aunque en su estudio la introduccion de los CP disminuyd la tasa de falsos positivos.

179



4. ASOCIACION GENOTIPO-FENOTIPO

5.5. Asociaciéon genotipo-fenotipo
GLM fue el modelo seleccionado para el analisis de asociacion que arrojo 15 SNPs de 11 genes
candidatos asociados con los caracteres relacionados con la produccién BN, CPO, y OWM, y con los

componentes de racimo FN, FW yMF (Tabla 7).

Los SNPs de los genes candidatos KG135 y KG148 se asociaron a dos caracteres diferentes,
como puede observarse en los resultados. KG 135 se asocié a los caracteres de produccién CPO y OWM.
Estos caracteres presentan una significativa correlacion, lo que sugiere la participacion del gen
candidato sobre ambos caracteres. A esta evidencia se afiade en que son los mismos SNPs los que
aparecen con un incremento del valor fenotipico (C-A). Ademas el DL entre ambos SNPs es maximo, por
lo que conforman un haplotipo, aunque observando los resultados de DL (Anexo 11;Tabla 11.1, GL1) es
el haplotipo con menor frecuencia (0,088) en la poblacién el que tiene un mayor efecto sobre el
fenotipo, lo que no es muy habitual. En algunos estudios de asociacién en A. thaliana, por ejemplo, esto
sucede en genes candidatos relacionados con el tiempo de floracién, en los que casi la mitad de los
polimorfismos que alteran el tiempo de floracidon en estos son raros (MAF<10%) (Ehrenreich y col.,
2009). También en los polimorfismos detectados en genes candidato relacionados con caracteres
nutricionales y de calidad en tomate mediante el escaneo del genoma completo (Ruggieri y col., 2014).
En cuanto a la funcionalidad del gen candidato en el capitulo 2 se detecté como un gen codificante de
una enzima que participa en la a-oxidacion de acidos grasos en la ruta del acido fitanico, aunque su
funcionalidad en las plantas es desconocida. Este gen candidato correspondia a un EST secuenciado por
Bourgis y col., (2011) procedente del mesocarpo del fruto de E.guineensis Jacq. y se encontraba préximo
a un QTL relacionado con un indicador de calidad como es el indice de iodo (Anexo 3; Tabla 3.2). La
presencia en el mesocarpo del fruto y su proximidad a un QTL de calidad de aceite sugiere una posible

actuacion sobre estos caracteres relacionados con el contenido de aceite del fruto.

Por otro lado, el SNP de KG148 (GL-3) mostro asociacion con el caracter de produccion OWM y
el componente de racimo MF. Estos caracteres mostraron una correlacidn significativa inferior al 50%,
pero en sentido positivo, aunque en este caso el SNP T tiene un efecto positivo sobre el tamafo del
mesocarpo en relacién al fruto y el C sobre el peso hiumedo de aceite en el mesocarpo. Este gen
candidato codifica una enzima que cataboliza la reacciéon de conversion de UDP-D-glucosa en UDP-L-
Ramanosa, necesario para la sintesis de la pared celular primaria en plantas y otros compuestos
naturales como flavonoides, terpenoides y saponinas (lkan, 1999; Ridley y col., 2001). En A. thaliana
este gen (MUMA4) participa en la formacidon del mesocarpo mucilaginoso y se ha observado que la
pérdida de su funcionalidad produce semillas con mayor contenido oleaginoso, debido a que el
mesocarpo mucilaginoso y la semilla comparten la misma fuente de carbono, la sacarosa, y la principal
hipdtesis que se baraja es que ambos compiten por esta fuente de carbono, por lo que en ausencia de la
formacién de mucilago la sacarosa se utilizara como fuente de carbono para la biosintesis de aceite en la
semilla (Shi y col., 2012). En E.guineensis no hay estudios que muestren cual es la funcionalidad del gen

ni sus mecanismos de actuacién, y las diferencias del fruto son evidentes frente al fruto de Arabidopsis.

180



4. ASOCIACION GENOTIPO-FENOTIPO

Aunque si este SNP es funcional y no sindmino podria causar la pérdida de funcionalidad del gen, al igual
que ocurre en A.thaliana, aumentando la produccién de aceite, en este caso en el mesocarpo. Para ello
sera necesario estudiar en profundidad el gen candidato seleccionando y secuenciando mas amplicones
en su region codificante y buscando nuevos polimorfismos que puedan afectar a su funcionalidad en
E.guineensis Jacq., asi como un estudio de los mecanismos de actuacién en la especie. En cuanto a su
asociacién con la relacion del tamafio del mesocarpio frente al tamafio del fruto, su actuacién puede
deberse al periodo de maduracién del fruto en el que se sintetizan los acidos grasos y el aceite y se
producen numerosos cambios en las paredes celulares, aunque no hay literatura suficiente publicada
que pueda ayudar a dilucidar su actuacién, pero puede estar relacionado con la pérdida de

funcionalidad del gen y su participacion en la formacién de la pared celular primaria.

El caracter BN es un componente del rendimiento de la palmera de aceite africana de control
poligénico y cuya heredabilidad normalmente es alta, lo que implica que estd bajo un fuerte control
genético (Corley, 2015), sugiriendo que las asociaciones encontradas para este caracter pueden tener un
alto grado de heredabilidad. Los resultados mostraron la asociacion de dos SNPs pertenecientes a dos
genes candidatos (KG254 y P64) posicionados en GL9 y GL12, respectivamente. El gen candidato KG254
se identific6 como un factor de transcripcion AP2 sensible a etileno participante en la regulacién
transcripcional y post-transcripcional durante el crecimiento y desarrollo de la planta, y también
responsable de la evolucidn (Doebley y col., 1998; Riechman y col., 2000; Licausi y col., 2013). Trabanger
y col., (2012) identificaron también un EST-SSR que formaba parte de un factor de transcripcidon AP.
Estos autores postulan que los polimorfismos encontrados en los transcriptos codificantes de proteinas
implicadas en la regulacién transcripcional puede deberse al esquema de seleccidon reciproca recurrente
al que se la ha sometido a la palmera africana, aunque es necesario comprobar esta afirmacién con
futuros estudios para comprobar esta diversidad funcional a nivel fenotipico. Ademas, Licausi y col.
(2013) los califica como ideales para la mejora tradicional o asistida con caracteres especificos como la
tolerancia a estrés o mejora del rendimiento, como es el caracter al que se asocia. Por ejemplo, en arroz
se asocié un factor de transcripcién de este tipo con el indice de tolerancia a estrés por sequia (Yu y col.,
2012), y en guisante un Unico SNP de un region intrénica de un factor de transcripcion de este tipo se

asocié con el niumero de vainas (Kujur y col., 2015).

P64, por su parte, codifica una enzima metiltransferasa COMT que participa en en el
metabolismos de compuestos fendlicos, en la biosintesis de lignina (Kim y col., 2009), implicada en el
metabolismo de la pared celular, y que ademds posee un papel relevante en el sistema defensivo de la
planta (Zhang y Erickson, 2012). Teh y col. (2014) obtuvieron actividad de esta proteina durante el
desarrollo y maduracién del fruto de la palmera aceitera africana, el cual es uno de los principales
componentes del racimo. La planta posee también ciertas partes en las que la sintesis de lignina es
crucial, como las raices y las hojas, elementos fundamentales para el desarrollo posterior de los racimos

y sus componentes, sugiriendo una sutil implicacion en el caracter.
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El caracter relacionado con la productividad del cultivo, CPO que esta relacionado con el
contenido de aceite en el mesocarpio del fruto tuvo en total 4 SNPs que estuvieron asociados al
caracter, dos pertenecientes a KG135, y discutida su implicacién con anterioridad. Los otros dos SNPs
pertenecen a dos genes candidatos detectados por co-localizacion en el capitulo 2, KG194 y KG261, y
posicionados ambos en el GL11, pero a una gran distancia entre ellos (8533204pb) por lo que su DL es
muy bajo (r2=0,03), aunque su valor D' no mostrado en los resultados es proximo a 0,5 indicando una
posibilidad media de heredarse conjuntamente del 50%. KG194 como puede revisarse en la tabla 4.1,
del anexo 3, se posiciond a menos de 1cM de un QTL relacionado con el caracter FFB (ton/ha/afio), el
cual es uno de los principales determinantes de la productividad en palmera de aceite (Jeenor y
Volkaert. 2013). Este gen candidato como se discutid en el capitulo 2, codifica la isoforma E de una
proteina del citocromo B5 participante en las reacciones de desaturacion de acil-CoA de los acidos
grasos, y mediando en la formacion de acidos grasos poliinsaturados o PUFAS, que en el aceite de palma
procedente del mesocarpo contiene menos del 10% de acidos grasos poliinsaturados, concretamente de
acido linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3), como revisa Montoya y col. (2014). Esto sugiere a que el
aumento debido al SNP T podria incrementar también la proporcidn de alguno de estos acidos grasos,
porque Loei y col. (2013) comprobd en sus estudio el aumento de esta proteina en los frutos
caracterizados como de alto rendimiento en E.guineensis Jacq. Por otro lado, ninguno de los QTL que se
relacionan con acidos grasos se han posicionado en el mismo grupo de ligamiento, pero en el estudio de
asociacion de Teh y col.(2016) encontraron que 14 SNPs agrupados en el cromosoma 11 en su mapa de
referencia que mostraban asociaciones significativas para el caracter O/DM (Proporcidn de Aceite frente
al peso seco del mesocarpio) relacionado con CPO. KG261 también es un gen candidato co-localizado en
el mismo grupo de ligamiento (GL11) y préximo a un QTL PO3_5 y PO6_9. Ambos QTL explican la
variacion fenotipica respecto al rendimiento medio de aceite (ton)por palmera por afio entre los 3y 5
afios de edad y entre los 6 y los 9 afios de edad, lo que coincide con la hipétesis inicial de influencia
sobre el caracter, aunque su funcionalidad no ha sido ampliamente estudiada en plantas y sélo indican

relacién con la proliferacion y diferenciacion celular, tal y como se discutid en el capitulo 2 de esta tesis.

El polimorfismo encontrado en KG288 se asocid al caracter nimero medio de frutos por
palmera y por afo (FN) posicionado en el GL2. Su SNP mostré un bajo DL con otros polimorfismos
encontrados en genes candidatos proximos como KG181, KG182 y KG183 (Anexo 11, Figura 11.1a), para
los que no se obtuvd asociacion. Este gen candidato caracterizado como un pseudogen TPasa es un
fragmento de un transposén En/Spm que ha sido estudiado en palmera de aceite (Kubis y col., 2002),
con el objetivo de identificar posibles cambios en este elemento relacionados con el fenotipo "mantled".
Este transposén esta vinculado a los genes y a su expresion, y la transposicién es controlada por la
interactuacion de mecanismos de autorregulacion y epigenéticos (Fedoro, 1999), actua principalmente
durante la meiosis y puede desencadenar cambios cromosémicos que produzcan alteraciones en el
fenotipo. Ademas como postulan Gbadegesin y col. (2008) en su estudio de caracterizacién de estos
elementos en yuca, estos elementos contribuyen a la evolucion y a la estructura del genoma de las

plantas, y son herramientas muy utiles en la gendmica funcional de plantas modelo y en cultivos.
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Cuando estos elementos estan bien caracterizados pueden utilizarse como marcadores en el analisis de
ligamiento para la evaluacion de la progenie, (Ramachandran y Sundaresan, 2001; Queen y col., 2004;

Grzebelus y col., 2007) y pueden ser de gran utilidad en la caracterizacion genética y mejora del cultivo.

El peso medio del fruto (g) se asocié con 5 SNPs de 3 genes candidatos, de los cuales dos
(KG171 y KG186) de ellos pertenecian a genes co-localizados en diferentes QTLs, uno relacionado con
incremento de altura (KG171) y el otro relacionado con el rendimiento del racimo (Kg/Ha) (KG 186) y
posicionados a menos de 1cM de distancia (Capitulo2). El tercer gen candidato se identificé por ser un
gen conocido (KG27). EI SNP de KG171 no estuvo en DL con ninguno de los genes candidatos que se
situaban en el mismo grupo de ligamiento, posiblemente a consecuencia de la distancia que le separa
con el siguiente gen candidato (KG181). Como se discutid en el capitulo 2, su funcionalidad la caracterizé
como una enzima metiltransferasa que puede estar relacionada con posibles modificaciones de la
pectina durante la biosintesis de la pared celular, y el desarrollo coordinado de la planta. Los dos SNPs
de KG186 se encontraban en un fuerte DL entre ellos, y ademas también lo hacian con un valor inferior
a 50% con el gen candidato KG187. Ambos genes candidatos tienen funciones similares relacionadas con
el metabolismo de lipidos (Capitulo 2, Discusion) y en consecuencia con el peso del fruto, ya que algunos
estudios mostraron un mayor contenido de aceite en aquellos racimos con frutos mas pesados en
cuanto a su contenido de aceite del mesocarpo, y no de la semilla (Rajanaidu y Jalani, 1994; Sharma y
Tan, 1997). Por ultimo, los polimorfismos de KG27, también se encontraban en un fuerte DL. El gen
candidato es conocido por ser un enzima relacionado con la biosintesis de acidos grasos de cadena larga
(B-Ketoacil ACP sintasa Il), concretamente la elongacion entre 16:0 ACP y 18:0 ACP, e influye en la
composicién de los acidos grasos del aceite de palma procedente del mesocarpo (Pidkowich y col.,
2007), de hecho la manipulacidn genética de esta enzima junto con el silenciamiento de la enzima
Palmitoil ACP tioesterasa ayuda incrementar el contenido de acido oléico (C18:1) a expensas del acido
palmitico (C18:0) (Sambanthamurthi y col., 2009; Barcelos y col., 2015). La asociacion de los
polimorfismos de los genes candidatos (KG186, KG187 y KG27) implicados en la ruta biosintética de la
sintesis de acidos grasos confiere fuerza a lo postulado por Sharma y Tan, (1997) y Rajanaidu y Jalani
(2004) de la influencia del contenido de aceite y grasa en el sobre el peso del fruto, aunque en esta tesis
no se ha estudiado la composicion en acidos grasos del material y no hay ninguna evidencia de la
influencia de la composicion en acidos grasos sobre el peso del fruto, pero Montoya y col. (2014)
encontraron independencia estadistica entre los caracteres de produccion entre los que estaba FW y la

composicidn en acidos grasos.

El dltimo caracter en el que se encontraron asociaciones fue MF, y en el que la mayor parte de
la variacidn del caracter se debe a un factor hereditario (Corley y Tinker, 2015.). A este caracter se le
asociaron 2 SNPs de 2 genes candidatos, uno de ellos KG148, discutido con anterioridad por estar
también asociado a CPO. El otro SNP corresponde a un gen conocido (KG125) posicionado en el GL15, el

cual no se encontrd en DL inter-génico. KG125 es un factor de transcripciéon SQUA3 perteneciente a la
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subfamilia SQUAMOSA, implicado en procesos vegetativos, y no existe evidencia de funciones en los

érganos reproductivos ni en el fruto.

Por otro lado, es necesario conocer el tipo de SNP y su posible funcionalidad, ya que aquellos
SNPs no sinénimos pueden producir cambios sobre algin aminodacido que altere el codén y cambie la
funcionalidad del gen, como se ha discutido para el gen candidato KG148. Este analisis es realizado en la
mayoria de los estudios de mapeo por asociacién basados en genes candidatos, debido a que el tamafio
de los amplicones utilizados es mayor, y se seleccionan diferentes regiones del gen doénde el
polimorfismo puede implicar un cambio susceptible en la funcionalidad como las regiones 5'- UTR, 3'-
UTR, o regiones codificantes, estd ultima ha sido la utilizada en esta tesis para seleccionar el amplicon

(Alencar Figuereido y col., 2010; Fritsche y col., 2012; Kumar y col., 2014; Tello y col., 2015)

En cuanto a los efectos debidos a la asociacion los Los resultados mostraron una variacidn
fenotipica entre el 0,8% y el 1,5% en los diferentes caracteres, este rango de explicacion de la varianza
fenotipica es bajo pero se encuentra dentro de lo esperado, ya que los marcadores SNPs explican sdlo
una proporciéon de varianza fenotipica muy pequefia (0,5%- 5%) debido a la complejidad de los
caracteres de estudio (Wegrzyn y col., 2010) y posiblemente a su naturaleza poligénica. Por otro lado, es
conveniente estudiar los efectos en los genotipos heterocigotos y homocigotos para saber cémo afecta
la variacion alélica sobre el fenotipo, asi como la combinacion de los diferentes alelos en los que se ha
encontrado asociaciéon, buscando la posibilidad de que puedan actuar conjuntamente sobre el fenotipo,

ya que algunos de los genes candidatos comparten funcionalidad, y los caracteres son poligénicos.

La interpretacidn bioldgica a partir de las funciones determinadas para los genes candidatos
cuyos polimorfismos tuvieron asociacién significativa con alguno de los caracteres agrondmicos de
estudio, y el DL presente en la region intragénica en aquellos genes candidatos con mas de un
polimorfismo, y en la region inter-génica de algunos de los genes candidatos, hacen de estos genes
candidatos herramientas utiles para aplicarlos en una seleccidon asistida por marcadores en los
individuos de la poblacién o préoximos a ellos. El tipo de poblaciéon seleccionada hace de estos
marcadores también adecuados para incorporarlos por los mejoradores a los indices de seleccidn, como
postula Breshegello y Sorrells, (2006). De todas formas, es necesario la confirmacion de estos

polimorfismos en otras poblaciones de mapeo.
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5. GENERAL DISCUSSION AND FINAL CONCLUSIONS

1. GENERAL DISCUSSION

The African Qil Palm is the most important oil crop around the world as shown by the data in
the introduction of this thesis. Its classical breeding history started in 1860, but the molecular breeding
began to develop at the end of XX century. Marked assisted selection is a useful tool for this crop
because of its long selection cycle; enabling selection at the nursery stage and reducing cost, time and
areas of trial plantation. One of these methods is QTL mapping which have proved their utility with the
publication of several studies and their enforcements in E.guineensis Jacq. (Mayes et al., 1997; Rance et
al., 2001; Singh et al.,2009; Billote et al., 2010; Montoya et al., 2013; Lee et al., 2015). QTL mapping is an
efficient tool to dissect traits, but it needs a linkage mapping population in order to be applied, which
has some limitations as the poor resolution for quantitative traits due to the number of recombination,
and two alleles at any given locus can be studied (Flint -Garcia et al., 2003; Gupta et al., 2005). During
the two last decades an alternative has been developed in plants, which is association mapping
(Thornsberry et al., 2001). This method relies on linkage disequilibrium and shows advantages over
traditional linkage mapping such as increased mapping resolution, reduced research time and greater
allele number evaluation (Yu and Blucker, 2006; Zhu et al., 2008). The association mapping searches for
associations between the phenotype and the genotype, and it can be applied by two approaches:
randomly genome-wide and candidate gene driven. This doctoral thesis is the first study on African oil
palm where association mapping by candidate gene approach has been applied, and the first in which
eight traits and several putative candidate gene has been included related to these traits. So far,
candidate gene approach is only applied in one or two agronomic traits and less number of candidate
genes. As an example Hill et al. (2012) studied the differences in starch phenotype in sorghum using
three known genes involved in starch byosinthesis, or three traits related to bunch compactness in

grapevine were studied by Tello et al. (2015) using 183 candidate genes.

On the one hand, the traits were chosen based on their importance with respect to the yield in
African oil palm (Chapter 2), being the main goal in crop breeding. That is why they have been studied
largely. On the other hand, the candidate genes were selected by three different approaches: 1.
Transcriptome analysis by BSA cDNA-AFLP methodology, 2. Co-located candidate genes, and 3. Known
candidate genes by "in silico" mining. The aim was to identify a greater number of putative molecular

functional markers associated with the traits of interest.

BSA cDNA-AFLP is an effective technique to screen differentially expressed genes (Yao et al.,,
2007), and it allowed the identification of expression patterns from leaves in a set of 242 genotypes. The
results were 0,48 TDF/PC, a low number compared to other studies published in different crops as well
as in previous assays in the oil palm, Roberdi et al. (2015) and Pattarapimol et al. (2015). The unique
origin of the species and the large background from a reciprocal recurrent selection of used genotypes
could be the cause of the low level of polymorphisms. That is,because the level of heterozygosity
decreases in order to get good agronomical traits through the fixation of positive alleles. The publication

of the whole genome sequence of E.guineensis Jacq. in 2013a by Singh et al. was a useful tool to
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improve these results because it makes possible the selection of primer combinations with more level of
transcripts applying a cDNA AFLP "in silico" simulation (Stélting et al.,2009). Finally, the study obtained
56 TDFs related to traits BN, BW, FN, FW, CPO, MF and OM, but the bioinformatics analysis against
different database showed only 9 TDF with GO annotations that could be significantly considered as

putative candidate genes involved in 6 out of the 8 traits of interest as explained in chapter 2.

The identification of putative candidate genes via co-location analysis was a more successful
approach, although it needed a hard work by computational analysis. We identified a total of 86
putative positional candidate genes in a high density functional linkage map in which there were
integrated the consensus QTL's and anchor molecular markers such as SSR, RFLP and SNP shared
between populations in E.guineensis Jacq. (Chapter 2). The approach looked for annotated sequences at
a close range (x1cM) of interesting QTL's, checking their annotations and specialised literature, for
finding the biological sense. This short distance of QTL allowed to ensure a low chance of recombination
as Collard et al. (2005) recommended, while other studies of co-location analysis in African oil palm the

range is larger than our (+ 5cM) (Jeennor and Volkaert, 2014; Lee et al., 2015).

The comparative genomics to identify putative candidate genes is not too much useful in
complex trait because of the biological differences between species. But when the known genes are
from the same species, orthologous genes and/or the sequences have a high degree of conservation,
the strategy may be useful as this thesis has demostrated. Also, our study is the first identifying a
greater number of putative candidate genes via "in-silico" with biological sense and involved in 8 traits
of interest. We identified 119 putative candidate genes related to our agronomic traits, most of them
(80) present in E.guineensis Jacq., searching homology sequences by BlastX algorithm in order to
establish the putative function of the selected sequence. The sum of putative candidate genes identified

by the three approaches resulted on 224 genes.

Association mapping requests the genotyping a population in order to identify the allelic
variants that may be positive in the association with the phenotypic expression. The kind of molecular
markers selected were SNPs. These are friendly markers for use in genotyping a population because
they are large and steady in the genome of the plants and can easily adapted to high throughput
sequencing techniques (Gupta et al., 2001). In this thesis, the exonic regions of the 198 putative
candidate genes were selected to genotype 238 individuals via amplicon sequencing with an lon Torrent
Personal Genome Machine platform through the development of candidate gene libraries by a modified
Fusion method (Chapter 3). This method enriches these regions of genome (exonic regions) before
sequencing, and DNA from many individuals (238 genotypes) could be analized in the same pool thanks
to barcodes. This kind of techniques are preferred for most genomic applications including evolutionary
biology, association mapping and biodiversity conservation (Kirkness, 2009; Kilian and Graner, 2012).
The process needed to be optimized due to several factors affect the PCR-based enrichment strategies
(Cronn et al., 2012), and also, this sequencing platform is usually applied in studies based on the shotgun

sequencing of microbial genomes like Egan et al. (2012) showed. Therefore, there are not enough
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reference studies for comparison so far. FastaQ is the raw data file fasta where it groupes the nucleotide
sequences and the quality data, but the raw data could not be processed by the available software. One
of the main reason for this is that normally this technique is used in combination randomly sheared DNA
and an assembly analysis, which requires to consider quality data. Our approach deals with amplicon
and as based on a mayority principle, "the more repetitive, the more ", so that quality data are omitted..
Then, ASPAM was developed by Ritter (unpublished) rely on sequence alignment, and assuming the

identical sequences were right.

After the first steps of filter process we could check the preference of emulsion PCR for short
amplicons, and increasing the depth of sequencing for this sequences as evidenced by some authors

(Cronn et al., 2013; Galindo-Gonzalez et al., 2015).

Consecutively, the patterns were detected, considering the combination of SNP's and Indel's in
each candidate gene. The filter criterion was not restrictive; therefore the patterns need to be
validated. The best option it is to analyze the parental population and more number of progenies. In this
way our population is transformed in a segregant population which allows us to check the pattern as a
locus with Mendelian heredity or as a redundant sequence that the filtered process ignored
(Mammadov et al., 2010). This option was not possible, so for checking our results we applied two
approaches. The first one was checking the re-sequencing of co-located candidate genes that as we
knew they had SNP's markers in their sequences. The 70,6% of these candidate genes showed two or
more pattern, as we expected. The second one was checking the patterns of two well known candidate
genes in African oil palm. These genes were Shell gene (Shing et al., 2013b) and Virescens gene (Shing et
al., 2014), and both are dominant genes having different patterns depending on the phenotype that the
plant shows. As it sees in the discussion of chapter 3, for both genes the alleles were correct, confirming
our strategy. Moreover in the on going research work for different populations have been evaluated
with this methodology using in part identical CG. Always the sequences were found shearing the same
alleles besides some additional new alleles, in part from E.oleifera, validating in this way the

discriminative algorithms employees (E. Ritter, personnal communication).

With respect to the number of detected polymorphisms, we obtained a less number of
polymorphisms than expected in cross-pollinated species assuming they have higher nucleotide diversity
than self-pollinated species (Anderson and Liibberstedt, 2003). However, this study is focused on exonic
regions, where the SNP's and Indel's are less abundant (Edwards et al., 2007; Patel et al., 2015). The
frequency of SNP's was 1SNP/125bp within the target range expected in plants (1SNP/100-500bp)
(Pootakham et al., 2015), but there are marked differences in the frequency of SNP's in the studies of oil
palm (Riju et al., 2007; Low et al., 2014; Pootakham et al., 2015). Related to the type of the nucleotide
substitutions our results were similar to Low et al's. (2014) results, and the Ts/Tv ratio (1,43) was similar
to studies in other plant species such as grapevine or potato, and also in E.guineensis Jacq.(Salmaso et

al., 2005; Simko et al., 2006; Pootakham et al., 2013, 2015; Ting et al., 2014).
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Then, the patterns were associated to genotypes. There were two options to perform the
association: 1. SNP match and 2. Association by pattern. In this thesis, it was selected the first option.
Since frequently many small random errors with this sequencing thecnology, unlike in sheared DNA, we
have few sequences with many small variations and number of reads per CG and genotype varies
considerably probably to annealing preference and DNA quality. Although less restrictive than the
second, the results previously showed by Santika (2015, unpublished) did not show a great differences
between them. Also, the SNP match option avoided the loss of genotypes with small changes because
they did not match in an exact way. In addition, checking GT with allele assignment allows to identify
genotypes with excess of alleles according to their ploidity, in this case diploid. The presence of
genotypes with more than two alleles after checking their patterns could be determined by candidate
genes with duplicate loci or these candidate genes belong to gene families with high degree of
conservation. In this case the feasibility of these markers could obstruct future applications as
association mapping (Patel et al., 2015), and for this reason these candidate genes were excluded from

this study, for instance, KG162 and KG217, as it was explained in the discussion in chapter 3.

The genotypic frequencies showed high level of heterozygosity as it was expected in cross-
pollinated species (Hanley et al., 2002). This argument is supported by the kind of selected population.
Our genotypes are a set of Tenera palms coming from different breeding selections. Their male parental
(Pisifera) have different origins and they may be reliable of variability. Furthermore, the genotype
frequencies proved the methodology of sequence comparison between genotypes of African oil palm is
suitable for SNP detection due to greater heterozygosity found in each genotype (Poothakam et al.

2013).

The study of genetic diversity is an important step for plant breeding and the creation of new
plant varieties (FAO, 1996). This thesis contains a study of genetic diversity with the main aim of
knowing how the population has selected (Chapter 3). The results showed a reasonably PIC (0,306),
similar to obtained by Poothakam et al. (2013) and Ong et al. (2015) in oil palm. The high level of
heterozygosity was confirmed by a greater value of Ho than the value of He, and as Arias et al. (2014)
advocated the main reison could be the different origins of the parents in the population. For example,
some Tenera male parent (Pisifera) are from Nigeria, Yagambi, or Ghana, among others. The Hardy-
Weinberg equilibrium infringed in 55 out of 64 loci and the reason could be the non random mating of
populations. As we know the genotypes were submitte to a reciprocal recurrent selection and this is one

of possible reason for deviations from HW equilibrium (Abdurakhmonov and Abdukarimov, 2008).

The Wright statistics or F statistics (Wright, 1951) allows to estimate the proportion of genetic
variation found within and between populations by F statisitcs (Fis, Fit, Fst). In our study the population
set was divided in Pisifera parental origin in order to calculate these statistics and elucidate if the
population structure was present in the genotype set. The results demonstrated a high degree of
heterozygosity between families and within the comprehensive set of population and a low level of

genetic drift. Thus, there are first signs of unstructured populations and this was confirmed by the gene
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flow statistic (Nm). Furthermore, two dendrograms based on genetic distances were made. In the first
one, the population was clustered by families in 3 groups (Chapter 3, Figure 28). and most of families
clustered in the third arm in a mixed way. On the other hand, the genotypes in the second dendogram
were grouped by the origin of their male parental. In this case, there were also 3 clusters, but there was
a narrow relationship between different parents. For instance, Avros and Dami are from Democratic
Republic of the Congo developed all together (Corley and Tinker, 2003).However, Yangambi which is
from the same origin, evolved close together to Nigeria, due to the breeding process. Finally, the
AMOVA confirmed the results, because the 99% of the total genetic variation is due to the
differentiation within the population themselves, and only the 1% was attributed to the variation
between populations. In this sense, the population sampled acts like a panmictic unit, which means that
the individuals do not show a tendency to choose partners with particular trait. Perennial cross-
pollinated species with a large life cycle show more genetic variation within the population, such as oil
palm (Ong et al.,,2015). In addition, when association mapping is one the aims of the study, it is
necessary to control the population structure, since the presence of population stratification and an
unequal distribution of alleles within these groups can result in spurious associations (Knowler et
al.,1988; Flint-Garcia et al., 2003). For this reason, in chapter 4 the population structure was analyzed by
two different methods: PCA and Structure. Although the results were inconclusive they were in
agreement with the AMOVA result of 1% of the variation occurring between populations.This is
supported by Odong et al. (2011) when they predicted that populations with low differentiation levels
will have an optimum of two clusters. This fact was expected and observed in a synthetic population like

ours.

Another relevant step in association mapping is the phenotyping of the population, because
the power of the method is strongly dependent on the quality of phenotypic data (Rafalski, 2010). Then
the number of plants is also relevant in order to obtain more power in the association studies
(Ingvarsson and Street, 2011). Our study was formed by a population of 238 individual plants,
phenotyped during 15 years and they were selected for opposite field performance (positive and
negative for each trait) with the aim to increase the variability (Chapter 4). With respect to trait
correlations the results were similar those of other authors such as Billote et al.(2010) or Montoya et al.
(2014) suggesting that agronomical traits such as BN or BW are intrinsic within E. guineensis Jacq.,

although it will need a greater number of studies to ensure this point.

Another point to note is the linkage disequilibrium which is the conceptual basis of association
mapping (Flint-Garcia et al., 2003). In a study relying on candidate gene approach it is necessary to meet
intra-locus LD, and if the combination of the intra-locus SNPs when they are in LD correspond to a
haplotype. Our results showed that all candidate gene with two or more SNPs within the candidate gene
were in high LD and each of them formed an haplotype, confirming the patterns detected in the
population (Chapter 3). We also observed a slowly decrease of LD along the genome, suggesting LD is

maintained in high distances. Probably, this is due to the reciprocal recurrent selection that our
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population has suffered for some years as Palaisa et al. (2003) defends that the intense selection may

build up LD regions because it facilitates the good allelic combination and/or promotes the genetic drift.

The genotype-phenotype association was done by a GLM approach. This method showed for
our data the best performance in the QQ plots and this confirmed our low or none level of population
stratification. Fifteen SNP's from eleven candidate genes were associated to 6 traits of interest, half of
them related to yield (BN, CPO, and OWM) and the rest related to bunch components (FN, FW, and MF).
About half of candidate genes belonged to co-located candidate genes (KG135, KG194, KG201, KG171
and KG186) and the rest of them belonged to known candidate genes (KG27, KG125, KG148, KG254,
KG288 and P64). However, none of the candidate genes from TDF showed associations. This establishes
the identification by co-located and in silico candidate genes as the best approach to look for putative
candidate genes. The transcriptome strategy could have failed, among other causes, because of the
selection of leaves as the tissue template when the main traits are related to the fruit or the bunch. So,
we could improve this approach using the tissue from these parts of the palms. The likelihood of
identifying transcripts linked to the trait will increase if we obtain RNA from this kind of tissue because
some genes are tissue-specific. On the other hand, in some cases, the co-located candidate genes that
showed polymorphisms in their amplicons were associated indirectly with other traits. For instance,
KG194 was co-located with FFB (kg/palm/year) QTL in 11 LG, but the association analysis showed that it
was linked to CPO trait. The oil yield of the oil palm may be regarded as a sum of characteristic which its
final expression depends on the number of different components, fresh fruit bunch yield, bunch and
quality traits (Sparnaaij et al., 1963). Also, CPO trait is correlated with BN (Chapter 3, Results) which in
turn is a component of FFB as Jeenor and Volkaert (2012) explained. So, these results could reveal that
the natural variation for this trait (CPO) could be controlled by genes involved in related traits, and they
could be interdependent. Direct associations have also been found in the same trait. KG261 co-located
near PO QTL in the LG could be one of the gene controlling the QTL of interest, but it is necessary to
confirm its biological function.. Some in silico known candidate genes were close to QTLs in the map
(Chapter 2; Ritter, personal comunication). This candidate genes are: 1. KG288 (LG2) is co-located with
1+5cM of two QTL's, BN and FFB, and it associated to FN, 2. KG27 (LG10) is co-located near BN and their
association was FW and 3. KG148 (LG3) is co-located close to two QTL's, PO and FN. The last one is the
most interesting gene because KG148 is associated to MF and OWM. Both traits are correlated in a
positive way (Chapter 3, Results) but the allele associated with each trait is different. The allele T had a
positive effect on MF whereas the allele C had a positive effect on OWM. Furthemore, two QTL's were
positioned close to them, PO and FN. The trait FN was correlated with MF in a negative way. Then the
allele T could have a good effect on MF but not on FN. In addition, OWM and PO are related traits
because the percentage of oil wet mesocarp is part of the total amount of palm oil. So if the allele T
would be present in the genotype the consequent phenotype could have a negative effect on both
traits. As we discuss in chapter 3, how this gene could affect the traits will be an important question to

rsolve in the future.
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The knowledge contribution of this thesis with respect to molecular breeding in oil palm consist
of a large list of putative candidate genes related to agronomical traits. Even though some of 224
putative candidate genes did not show any polymorphism, the GO annotation and the literature revision
evidence their putative relation with the traits (Chapter 2). In addition, the set of SNP's markers
detected could be integrated in different linkage maps, helping to saturate the map with this kind of
markers. They can be applied in diversity screening studies will provide information for the breeder
about the strategy for collecting samples for genetic conservation or in molecular characterization of
new germplasm by allele mining (Kilian and Graner, 2012). On the other hand, the candidate genes
strongly associated with the phenotypic traits like Shell Thickness or Virescens characteristics could be
use for marker assisted selection by allele specific probe approaches (Ritter et al., 2015). The main and
very important advantage is the early selection of genotypes (even at nursery stage), saving time,

resources and planting area increasing in tihis way sustainable oil palm cultivation.

2. FINAL CONCLUSIONS

This section shows the main conclusions as a result of the study and agree objective in each
developed chapter under the assumption: "Association mapping by candidate gene approach allows to
find functional genetic markers relate to phenotypic values in a population of oil palm (E.guinnensis

Jacqg.)".

1. A total of 224 putative candidate genes were selected by three different strategies: 1.
Transcriptome analysis by BSA cDNA AFLP, 2. Co-location of candidate genes with QTL's using an

integrated genetic map, and 3. In silico search through functional and comparative genomics.

2. Positional and functional approaches were more fruitful than transcriptome analysis. We
obtained more number of candidate genes (86 co-located candidate genes and 119 known candidate
genes) with these two approach rather than by transcriptome analysis (9 apparent putative candidate
genes). In addition, the costs and the time of the study is reduced when we apply bioinformatics

techniques.

3. lon Torrent PGM was a useful method to apply high-throughput amplicon sequencing
strategy in oil palm, but the process to create the libraries affected the number of sequencing reads. It
was necessary to optimize the process as the experiments progressed and when the size of the
amplicons sre simila, the sequencing sequencing will be more efficient and homogeneous. A total of 198
putative candidate genes were sequenced. The average raw reads obtained were 6.390.106 + 1.301.556

and 1,28 + 0,38 Mpb were sequenced per library.

5. The ASPAM software was useful to identify the patterns in our population, although it took
time to analyze the data. After the filtering process from the set of initial patterns in the population,
12% of the candidate genes did not show any consistent pattern, 31% of them were monomorphic, 38%

had two patterns and 19% had three or more patterns.
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6. We obtained 1SNP/125pb within the range expected in plants (1SNP/100pb-1SNP/500pb)

and the ratio Tr:Tv was 1,43 such as in other studies of oil palm.

7. After checking genotypes and allelic composition, 65 candidate genes were bi-allelic and 34

candidate genes were classified as "multi-locus". This were excluded of the association studies.

8. The genetic diversity study showed Ho>He. That is a high ratio of heterozygote genotypes
due to the "hybrid" character of the Tenera population and the origin of their parents. Only 9 candidate
genes were in HW equilibrium, 7 of them deviated slightly from HW equilibrium, and 48 of them

deviated strongly of HW equilibrium.

9. The results of Wright statistics and AMOVA reflected that the genetic variation is occurring

between population themselves, and there is not any genetic drift.

10. The LD intra-locus was strong, confirming the candidate genes as haplotypes. The LD
decrease was slow along the genome, withouth getting a value of r’ at 140cM. As a consequence the

likelihood of recombination was low at that distance.
11. The level of stratification in the population is low or null as expected.

12. The GLM statistical method was the best method in order to associate molecular data with

phenotypic data.

13. Finally we found 11 candidate genes associated with 3 traits related to production and with
3 traits for bunch component. The allelic effect on the phenotypic variance explained less than 5% as

expected for complex and polygenic traits.

In summary, this thesis is the first study about association mapping using the candidate gene
approach in African oil palm. The results presented and the candidate genes studied should be validated
in a deeper way. In the future these markers could be used to apply molecular assisted selection in the
crop. Furthemore, interesting putative candidate genes could be widely studied by selecting different
regions of them in order to find new polymorphisms that could be associated to production and yield

traits.
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ANEXOS
Anexo 1: Andlisis del transcriptoma

Tabla 1.1: Familias seleccionadas para la deteccion de genes candidato mediante BSA cDNA-AFLP. Parental
femenino: CH= Chemara; D= Dami; HC= Harrison - Crossfield; M= Mardi. Parental masculino (Pisifera): A= Avros;
Da= Dami Komposit; E= Ekona; G= Ghana; LM= LaMé; N= Nigeria; Y= Yangambi. BN=nUmero medio de
racimos/palmera/afio; BW=peso medio de racimo/palmera/afio (kg); CPO= rendimiento de aceite (ton/ha/afio);
FN= nimero medio de fruto/palmera/afio; FW= peso medio de fruto/palmera/afio (g); HT=incremento de altura de
tallo (cm); MF= ratio tamafio de mesocarpo vs tamafio de fruto (%); OM= ratio de aceite de mesocarpo vs tamafio
de mesocarpo (%).

FAMILIA CRUCE CARACTER

698 (CH x HC)xY BN

773 DxN BN

522 DxE BW +FN

804 (CH x HC)xD BW

505 CHxG CPO +HT

864 HCxG CPO

625 CHxLM FN

670 (CH x HC)xY FW

756 DxA FW

658 DxE HT

837 DxA HT

578 HCxE MF

840 HCxDa MF

776 DxDa oM

197



ANEXOS

Tabla 1.2:Fragmentos del transcriptoma polimérficos obtenidos mediante cDNA-AFLP en cada cardcter. El tamafio
en pares de bases (pb), la combinacion de cebadores polimdrfica (CC), el nombre de la familia a partir del cual se
realizé la mezcla de genotipos, siendo B los clasificados como buenos y M los clasificados como malos, y por ultimo
en que clase se enmarcaron (positivos, +, positivos/negativos,*, y otros). La columna nombre de la secuencia
muestra como se nombro el amplicén obtenido.

o e o
TAMARNO(pb) cc 519B 522B 711B 804B 519M 522M 711M 804M
255 A16/T13 1 1 1 0 0 0 0 0 *
160 A16/T13 1 1 1 0 0 0 0 0 *
185 A16/T14 1 1 0 0 0 0 0 0 Otros CDA8
190 Al6/T14 1 1 1 0 0 0 0 0 * CDA43
430 A19/T12 1 1 1 1 0 0 0 0 +
BW CLASE NOMBRE
SECUENCIA
TAMARNO(pb) cc 5198 522B 711B 804B 519M 522M 711M 804M
400 A12/T11 0 0 0 0 1 1 1 0 *
420 A12/T11 0 0 0 0 1 1 1 1 +
340 A+G/T11 0 0 0 0 1 1 1 1 + CDA20
490 A+G/T12 0 1 1 1 0 0 0 0 * CDA2
480 A+G/T13 1 1 1 0 0 0 0 0 + CDA6
540 A+G/T13 0 0 0 0 0 0 1 1 Otros
550 A+G/T13 1 1 0 0 0 0 0 0 Otros
495 A+G/T14 0 0 0 0 0 1 1 1 * CDA7
140 A19/T12 0 0 0 0 1 1 1 1 + CDA13
260 A21/T11 1 0 1 1 0 0 0 0 *
230 A19/T13 1 1 1 1 0 0 0 0 +
160 A19/T13 0 0 0 0 1 1 1 1 +
220 A19/T13 0 0 0 0 1 1 1 1 +
CPO CLASE NOMBRE
SECUENCIA
TAMARO(pb) cc 476B 505B 580B 864B 476M 505M 580M  864M
350 A12/T14 0 0 0 0 1 1 1 1 + CDA19
160 A12/T14 0 0 0 0 1 1 1 *
155 A12/T14 0 0 0 0 0 1 1 1 * CDA10
350 A12/T14 0 0 0 0 1 1 1 1 *
220 A14/T11 0 0 0 0 0 1 1 1 * CDA17
300 A14/T12 0 0 0 0 1 1 1 1 *
410 A+G/T12 0 0 0 0 0 0 1 1 Otros CDA3
400 A+G/T12 0 0 1 0 0 1 1 0 Otros CDA4
300 A+G/T13 0 0 0 0 1 0 1 1 * CDAl6
500 A+G/T13 0 0 0 0 0 0 1 1 *
420 A+G/T14 0 0 0 0 1 1 0 0 Otros CDAS
440 A+GT/14 0 0 0 0 1 1 0 0 Otros CDA42
340 A19/T11 2 0 0 2 1 1 1 2 *
150 A19/T11 1 1 1 0 0 0 0 2 * CDA12
350 A19/T13 0 0 0 0 0 0 1 1 Otros CDA44
270 A19/T13 0 0 0 0 1 1 1 0 * CDA9
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230 A19/T13 0 0 0 0 0 0 1 1 Otros CDA11

Tabla 1.2: Continuacién

FW CLASE NOMBRE
SECUENCIA
TAMARO(pb) cc 670B 731B 756B 8188 670M 731M 756M  818M

200 A12/T13 1 1 1 1 0 0 0 0 + CDA32
350 A12/T14 1 1 1 1 2 2 0 0 + CDA22
270 A16/T13 1 0 1 1 0 0 0 0 + CDA29
340 A16/T13 1 1 1 1 0 0 0 0 +

305 A16/T15 0 1 1 1 0 0 1 0 Otros

145 A17/T13 1 1 1 0 0 0 0 0 +

220 A17/T14 1 1 1 1 0 0 0 0 + CDA23
240 A17/T15 0 1 0 1 0 0 0 0 Otros CDA24
145 A17/T24 1 1 1 0 0 0 0 0 + CDA21
440 A18/T15 0 1 1 1 0 0 0 0 + CDA30
470 A19/T12 1 1 1 0 0 0 0 0 +

180 A19/T13 1 1 1 1 0 0 0 0 + CDA26
210 A19/T18 0 0 0 0 1 1 1 0 + CDA25
300 A19/T18 0 0 0 0 1 1 1 2 + CDA31
465 A23/T13 0 0 0 1 1 1 1 2 +

MF CLASE NOMBRE
SECUENCIA
TAMARO(pb) cc 440B 5788 681B 840B 440M 578M 681M  840M

220 A17/T24 1 1 1 1 0 0 0 0 +

325 A18/T11 1 1 1 1 0 0 0 0 + CDA37
205 A19/T13 1 1 1 1 0 0 0 0 + CDA34
350 A67/T72 1 1 1 1 0 0 0 0 +

200 A67/T72 1 1 1 1 0 0 0 0 +

360 A67/T73 1 1 1 1 0 0 0 0 +

255 AB9/T69 1 1 1 1 0 0 0 0 + CDA35
130 AB9/T70 1 1 1 1 0 0 0 0 +

135 AB9/T72 1 1 0 1 0 0 0 0 +

135 A71/T72 0 0 0 0 1 1 1 1 +

245 A71/T74 0 0 1 1 0 0 0 0 Otros CDA36
220 A70/T69 1 0 1 1 0 0 0 0 +
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Tabla 1.2: Continuacién

HT CLASE NOMBRE
SECUENCIA
TAMARNO(pb) cc 505B 658B 831B 837B 505M 658M 831M 837M
140 A17/T19 1 1 1 1 0 0 0 0 + CDA39
225 A17/T19 1 1 1 1 0 0 +
160 A16/T11 0 0 0 0 1 1 1 1 +
185 Al6/T14 0 0 0 0 1 1 1 1 +
265 A16/T15 0 0 0 0 1 1 1 1 + CDA41
305 A16/T17 1 1 1 1 0 0 0 0 +
200 A16/T19 0 0 0 0 1 1 1 1 +
185 A16/T20 0 0 0 0 1 1 1 1 +
245 A16/T20 0 0 0 0 1 1 1 1 +
300 A16/T24 0 0 0 0 1 1 1 1 + CDA40
275 A16/T24 0 0 0 0 1 1 1 1 +
170 A18/T18 1 1 1 1 0 0 0 0 +
145 A18/T19 1 1 1 1 0 0 0 0 +
145 Al14/T13 1 1 1 1 0 0 0 0 +
135 A21/T14 0 0 0 0 1 1 1 1 +
105 A21/T15 1 1 1 1 0 0 0 0 +
270 A21/T16 0 0 0 0 1 1 1 1 +
oM CLASE NOMBRE
SECUENCIA
TAMARNO(pb) cc 557B 626B 776B 855B 557M 626M 776M  855M
190 A17/T19 0 0 1 1 0 0 0 0 Otros CDA74
200 A23/T12 0 0 0 0 1 1 * CDA75
440 A17/T24 1 1 1 0 0 0 0 0 * CDA77
490 A19/T24 0 0 0 0 1 0 1 1 * CDA76
350 A12/T20 1 1 1 0 0 0 0 0 * CDA78
380 A12/T12 0 0 0 0 0 0 1 1 Otros CDA79
255 A52/T56 0 0 0 0 1 1 0 1 *
206 A56/T54 0 0 0 0 1 1 1 0 *
200 A58/T55 1 1 0 1 0 0 0 0 *
132 A57/T57 0 1 1 1 0 0 0 0 *
460 A19+C/T20 1 1 1 1 0 0 0 0 +
350 A21+C/T20 0 0 0 0 1 1 1 1 +
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Tabla 1.2: Continuacion.

ANEXOS

FN CLASE  NOMBRE
SECUENCIA
TAMARO(pb) cc 422B 522B  625B  651B  422M  522M 625M  651M

158 A12/T11 0 0 0 0 0 1 1 1 * CDA85
140 A17/T11 0 1 1 1 0 0 0 0 * CDA89
130 A16/T13 0 1 1 1 0 0 0 0 * CDA87
118 A16T13 1 1 1 0 0 0 0 0 +
270 A18/T13 0 0 0 0 1 1 1 1 +
205 A23/T16 1 1 1 1 0 0 0 0 +
198 A12/T17 1 1 0 1 0 0 0 1 * CDA84
215 A16/T18 0 0 0 0 1 1 1 0 *
100 A56/T52 1 0 1 1 0 0 0 0 *
200 A56/T52 0 0 0 0 0 1 1 0 Otros CDA86
202 A56/T54 0 0 0 0 0 1 1 0 Otros
157 A18/T20 0 0 0 0 0 1 1 1 * CDA88
120 A17/T12 1 0 1 1 0 0 0 0 * CDA90
156 A23/T20 0 0 0 0 0 0 1 1 Otros CDA91
245 A19/T22 0 1 1 0 0 0 0 0 Otros CDA92
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Tabla 1.3: Numero de polimorfismos observados en funcién de CC aplicada para el andlisis de cDNA-AFLP.

N2 TDF Caracter Total TDF N2 TDF Caracter Total TDF \
1 A16/T13 2 BN 6 25 A67/T72 2 MF 2
2 FW 26 A67/T73 1 MF 1
2 FN 27 A69/T70 1 MF 1
2 AL6/T14 2 BN 3 28 A69/T72 1 MF 1
1 HT 29 A71/T72 1 MF 1
3 A19/T12 1 BN 3 30 A71/T74 1 MF 1
1 BW 31 A70/T69 1 MF 1
1 FW 32 Al6/T11 1 HT 1
4 A12/T11 2 BW 3 33 Al6/T17 1 HT 1
1 FN 34 A16/T19 1 HT 1
5 A+G/TiL 1 BW 1 35 A16/T20 2 HT 2
6 A+G/T13 4 BW 6 36 Al16/T24 2 HT 2
2 CPO 37 A18/T18 1 HT 1
7 A+G /T14 1 BW 3 38 A18/T19 1 HT 1
2 CPO 39 A14/T13 1 HT 1
8 A21/T11 1 BW 1 40 A21/T14 1 HT 1
9 A19/T13 3 BW 8 41 A21/T15 1 HT 1
3 cPO 42 A21/T16 1 HT 1
1 FW 43 A23/T12 1 oM 1
1 MF 44 A19/T24 1 oM 1
10 A12/T14 4 CPO 5 45 A12/T20 1 oM 1
1 FW 46 A12/T12 1 oM 1
11 A14/T11 1 CPO 1 47 A52/T56 1 oM 1
12 A14/T12 1 CcPO 1 48 AS6/T54 1 oM 1
13 A+G/T12 2 cPO 2 49 As8/Ts5 1 om 1
14 A19/T11 2 cPO 2 50 AS7/T57 1 oM 1
15 A12/T13 1 FW 1 51  A19+C/T20 1 oM 1
16 A16/T15 1 FW 2 52  A21+C/T20 1 oM 1
1 HT 53 A17/T11 1 FN 1
17 A17/T13 1 FW 1 54 A18/T13 1 FN 1
18 A17/T14 1 FW 1 55 A23/T16 1 FN 1
19 A17/T15 1 FW 1 56 A12/T17 1 FN 1
20 A17/T24 1 FW 3 57 Al6/T18 1 FN 1
1 MF 58 A56/T52 2 FN 2
1 oM 59 A56/T54 1 FN 1
21 A18/T15 1 FW 1 60 A18/T20 1 FN 1
22 A19/T18 2 FW 2 61 A17/T12 1 FN 1
23 A23/T13 1 FW 1 62 A23/T20 1 FN 1
24 A18/T11 1 MF 1 63 A19/T22 1 FN 1
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Anexo 2: Resultados de los alineamientos comparativos entre los transcriptos obtenidos (TDF) y las diferentes bases de datos analizadas. Los resultados se muestran por
caracteres de interés junto con la calificacidén de las familas cémo buenas o malas. Leyenda: TDF: Nombre del transcripto; Caracter: el cardcter para el que se ha fenotipado
la familia; Familia: Calificacién de la familia y sus transcriptos."B"= calificada como buena, esto es, fenotipo positivo para ese caracter, "M"= calificada como mala o fenotipo
negativo para el caracter; "+"= TDF presente en todas las familias; "+"= TDF presente en todas las familias menos en una; "OTROS"= TDF presente en dos familias o menos.;
GL= grupo de ligamiento o cromosoma dénde se maped; E-valor= valor resultante de la homologia para el grupo de ligamiento, para la librerias o en el andlisis con B2GO;
Libreria NR= anotacion mostrada como resultado de la busqueda de homologias en las librerias de secuencias no redundantes en las bases de datos locales; Libreria EST's
Publicas (NCBI) = anotacion mostrada como resultado de la bisqueda de homologias en las libreria de EST's en la pagina web de NCBI mediante Blastn y acotando con el
género Elaeis; BLAST2GO = muestra los resultados arrojados por el software B2GO en cuanto a las homologias "BLASTx" o "BLASTn" y la anotacion ontoldgica obtenida

"Anotacion GO".

Tabla 2.1: Resultados para el caracter BN.

BLAST2GO
TDF CARACTER FAMILIA GL E-valor LIBRERIANR E-valor LIBRERIA EST'S PUBLICAS (NCBI) E-valor
BLASTX BLASTN E- Valor AN?E:)EION
CDAS BN BOTROS 12  8e-62 - gi|161973648|gb|EL685771.1|EL685771| @---NA--- @ OPMF02012 Elaeis - - -
guineensis mature flower 26 cm Elaeis guineensis cDNA clone
CDA43 BN B+ 12 8e-62 _ OPN6SG_S692.seq T3 - mRNA sequence
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Tabla 2.2: Resultados para el caracter BW.

ANEXOS

BLAST2GO
g.  UBRERIAESTS
TDF  CARACTER FAMILIA GL  E-valor LIBRERIA NR PUBLICAS
valor (NCBI) valor E- ANOTACION
BLASTX BLASTN ppa
Valor GO

Rhabdodendron
CDAG BW B+ _ _ _ ) amazqnlcum. 2.2E- }

Secuencia parcial 55

ARN ribosémico 26s
F:actividad
CDA13 BW M+ _ _ _ Parc!al pt?pt!do no 1.6e- catallFl'ca;
ribosémico 18 F:unién

CDA20 BW M+ 6 0.0
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Tabla 2.3: Resultados para el caracter FN

LIBRERIA EST'S PUBLICAS (NCBI)

BLAST2GO

ANEXOS

ANOTACION
"GO"

valor
BLASTX BLASTN

Phoenix dactylifera
RNAm variante

Valor

1.7€- )

TDF CARACTER FAMILIA GL  E-valor LIBRERIA NR valor

- transcripta no
caracterizada
loc103704827

28

CDA14 FN

B 1 2e-95

CDA92 FN OTROS

205



ANEXOS

Tabla 2.4: Resultados para el caracter FW

BLAST2GO
TDF CARACTER FAMILIA GL E- LIBRERIA NR E- LIBRERIA EST'S PUBLICAS E
valor valor (NCBI) valor E ANOTACION
BLASTX BLASTN Valor "GO"
: F:unién de acidos
Isoforma 1 helicasa 2.1e- nucléicos; F:unién de
CDA22 FW B+ - - - 39 ARN"Dead-Box" - ) e .
X 12 nucledtidos; F:actividad
ATP dependiente .
hidrolasa

CDA24 FW OTROS 4 71 Eg_Deli_CL35037Contigl 57 - - - -

CL1Contig1267| @ "(p33278|suil_orysa

Se- : 215.0) Homélogo a factor de 9e- proteina hipotética 2.7E- -
. } .
CDA31 Fw Mz 2 traduccion de proteina SUIL (Oryza 61 JCGZ_00471 29 Ciplastidio
sativa)
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Tabla 2.5: Resultados para el caracter CPO

BLAST2GO

TDF CARACTER FAMILIA GL  E-valor LIBRERIA NR vaEl;r LIBRERIA EST'S PUBLICAS (NCBI) E-

valor

E- ANOTACION
BLASTX BLASTN Valor "GO"
CDA3 CcpPO M 1 0.0
OTROS )

P:proceso de
metabolismo

de proteinas;

. - P:proceso

CDAS cPO M 4 4E62 - - dimetialilo Z1E iosintético;
OTROS triptéfano 20 L

F:actividad
transferasa;

P:proceso

celular
Similar a P:proceso
receptor de 2.1E- metabdlico;
CDA18 CPO M+ 7 3e-71 - proteina kinasa 20 F:unidn;
(Rica en P:proceso
cisteina-rlk 8) celular
gi| 191204475 |gb|EY407406.1| EY4A07406 |
. @retrotransposon tyl-copia
§i| 191204475 gb| EY407406.1|EY407406 subclass @ pOP-
M NR @ "(loc_os12g27096.1 3e.  EAPO1683_EST_C_1_pBSK_SK EA (OilPalm  1e. Proteina de 6.3
CDA44 CPO 12 4de-67 : 144.0) Relacionado con un poliproteina Embrvoid o N F:unién
OTROS d . 105 mbryoid) 107 fusién "gag-pol 13
POL de transposon TNT 1-94 (Nicotiana Elaeis guineensis cDNA clone pOP-
tabacum)

EAP01683 5' - mRNA sequence
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Tabla 2.6: Resultados para el caracter MF.

ANEXOS

BLAST2GO
TDF CARACTER FAMILIA GL E- LIBRERIA E- LIBRERIA EST'S PUBLICAS E-
valor NR valor (NCBI) valor E ANOTACION
BLASTX BLASTN Valor "GO"
M01000011073]
@hypothetical protein
Osl_06902 [Oryza sativa
Se- Indica 2E-
CDA33 MF 6 151 113
Group] @ AT2G15420
Proteina no 8.3e-
CDA34 MF B+ - 3 3 caracterizada ) 14 )
P:desarrollo post-embrionario; P:modificacion de proteinas
de- Quinasa f-1 1.7e- celulares process; P:morfogenésis de estructura anatomica;
CDA37 MF B+ 3 - - dependiente de ) P:proceso biosintético; P: proceso metabdlico ADN; P:ciclo
79 ;. 12 o - . . L
ciclina celular; F:unién de nucleétidos; C:nucleo; C:citosol; F:actividad

kinasa; F:actividad como enzima regulador

208



Tabla 2.7: Resultados para el caracter OM.

ANEXOS

BLAST2GO
TDF CARACTER FAMILIA GL LIBRERIA NR E- LIBRERIA EST'S PUBLICAS (NCBI) E-
valor valor valor E ANOTACION
BLASTX BLASTN Valor "GO"
gi|112819434|gb|EE593335.1| EE593335]|
CL1Contig209| @ @rrna intron-encoded homing
"(loc_0s09g28810.1 : endonuclease @ EGTEST0049 Elaeis brotel 3 6E
- ; ; roteina .6E-
7e- 437.0) (at1g47500 : 7e- guineensis Lambda ZAP-II -
CDA76 oM M 5 151 363.0) 150 Express Library Elaeis guineensis cDNA clone 0.0 asociada a. la B 45 ”
Proteina unién RNA 47 TE-144 5' similar senecencia
(RBP47C) to Unknown protein - mRNA sequence
Phoenix dactylifera
3e- . 6e- Variante transcripta no 2.8E-
+ H - - -
CDA78 oM Bx 16 78 Contig3707_S_EoP3-P2 67 caracterizada 53
loc103718754
Oryza punctata
ARN ribosémico 18s,
M transcrito ARN interno 7.6E-
CDA79 oM OTROS - - ) ribosémico espaciador y 28 )
secuencia completa ARN
ribosémico 26s
Tabla 2.8: Resultados para el caracter HT.
BLAST2GO
TDF CARACTER FAMILIA GL E-valor LIBRERIANR E-valor LIBRERIA EST'S PUBLICAS (NCBI) E-valor
BLASTX BLASTN E- Valor AN?E;EION
Ttriphyophyllum peltatum
CDA39 HT B+ - - - Secuencia completa ARN ribosémico 26s 6.48-18 )
CDA40 HT M+ 11 2e-73 - - - - -
CDA41 HT M+ 14 2e-59 - - - - -
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Anexo 3: Resultados de la busqueda de genes candidato co-localizados en el mapa integrado. ID QTL: indica el nombre del QTL dénde se encuentra co-localizada la
secuencia; Posicién QTL: GL es el grupo de ligamiento donde esta el QTL, cM en qué centimorgan (cM) y en qué nimero de pares de bases esta; Locus Candidato: es la
secuencia seleccionada como posible gen candidato; Longitud en pb es el nUmero de pares de bases que tiene; Posicion LC candidato: cM indica la distancia a la que se
encuentra el Lc candidato del QTL, Inicio en qué pares de bases empieza y Fin en qué pares de base termina; Distancia: muestra la distancia en pares de bases del LC
candidato con respecto al QTL, si es negativo se encuentra antes y si es positivo después.

Tabla 3.1: Caracteres relacionados con la producciéon.BN= Nimero medio de racimos por palmera/afio; QBn3_5= QTL Bn en palmera entre 3 y 5 afios de edad; QBn6_9= QTL Bn en palmera
entre 6y 9 afios de edad; Bw= Peso medio de racimos/palmera/afio (kg/palmera/afio); QBw3_5= QTL Bw en palmeras entre 3 y 5 afios de edad/afio; QBw6_9= QTL Bw en palmeras entre 6 y
9 afios de edad/afio; FFB= Rendimiento medio de frutos frecos por racimo/ palmera/afio (kg/palmera/afio); QFF3_5= QTL FFB en palmeras entre 3 y 5 afios de edad); QFF6_9= QTL FFB en

palmeras entre 6 y 9 afios de edad/afio (kg/palmera/afio); PO= rendimiento medio de aceite/palmera/afio(ton/ha/afio); QPO3_5= QTL PO en palmera entre 3 y 5 afios de edad; QPO6_9= QTL
PO palmeras entre 6 y 9 afios de edad.

NOMBRE CG CARACTER ID QTL POSICION QTL LOCUS (Lc) CANDIDATO LONGITUD (pb) POSICION LC CANDIDATO DISTANCIA
GL M Pb cM Inicio Fin (pb)

KG196 BN QBn3_5_1 2 93,9 30.116.706 8P_CL10Contig3-629 964 93,8 28.517.546 28.517.885 -1.599.160
KG197 BN QBn3_5_1 2 939 30.116.706  8P_1_CL1Contig1289-1057 2123 93,8 29.220.105 29.221.162 -896.601
KG198 BN QBn3_5_c 3 51,9 31.675.329 8P_1_CL1Contig792-1055 1646 52,3 32.126.446 32.127.020 451.117
KG199 BN QBn6_9_f 4 1236 42.028.269 8P_1_CL1Contig6604-110 813 122,9 41.828.888 41.829.420 -199.381

TEST BN QBn6_9 5 19,6  5.118.398 8P_1_CL1Contig8347-1111 1854 19 4531301  4.531.780 -587.097
KG200 BN QBn6_9_a 7 48,8 13.558.256 8P_1_CL1Contig3962-587 1533 48,1 12.214.495 12.215.209 -1.343.761
KG201 BN QBn3_5_e 8 18,6  4.530.420 8P_1_CL1Contig761-515 780 17,8 4351751  4.352.152 -178.669
KG202 BN QBn6_9_b 9 249 5.647.129 CL7954Contigl 778 25,6 5.711.225  5.711.952 64.096
KG203 BN QBn3_5 10 17,5  8.602.540 8P_1_CL1Contig4936-1113 2174 17 8.440.533  8.441.020 -162.007
KG204 BN QBn6_9_d 10 79,5 22.539.548 8P_1_CL1Contig7131-127 659 80,1 22.721.734 22.722.334 182.186
KG205 BN QBn6_9 ¢ 12 37,8 13.363.071  8P_1_CL1Contig2975-1374 2196 37,2 13.275.298 13.275.929 -87.773
KG206 BN QBn3_5_c 13 36,2 12.843.766 gi|191204957 889 353  12.657.333 -186.433
KG207 BN QBn3_5_h 15 7,8 3.163.351 8P_1_CL1Contig3178-1019 1331 8,1 3.281.969  3.282.560 118.618
KG141 BN/BW QBn6_9_a//QBwt3_5_b 7 48,8 13.558.256 M01000000847 1965 48,0 12.159.883 12.152.887 -1.398.373
KG142 BN/BW QBn6_9_a//QBwt3_5_b 7 48,8 13.558.256 M01000002252 1084 48,0 12.193.633  12.192.205 -1.364.623
KG143 BN/BW QBn6_9_a//QBwt3_5_b 7 48,8 13.558.256 M01000003256 830 48,2  12.405.324 12.405.866 -1.152.932
KG179 FFB QFFB3_5 1 59,1 21.730.249 8P_CL1016Contig4-126 936 58,9 21.685.403 21.686.028 -44.846
KG180 FFB QFFB6_9_3 2 798 13.172.615 8P_1_CL1Contig4663-310 1446 79,9 13.183.203 13.184.055 10.588
KG181 FFB QFFB3_5_b//QFFB6_9_a 2 107,1 31.816.341 8P_1_CL1Contigd741-246 1156 106,1 31.047.746 31.048.104 -768.595
KG182 FFB QFFB3_5_b//QFFB6_9_a 2 107,1 31.816.341 8P_1_CL1Contig3566-1138 2152 107  31.307.882 31.308.237 -508.459
KG183 FFB QFFB3_5_b//QFFB6_9_a 2 107,1 31.816.341 8P_CL108Contig2-1119 1835 107 31.454.012 31.455.082 -362.329
KG184 FFB QFFB3_5_b//QFFB6_9_a 2 107,1 31.816.341 8P_CL108Contig8-657 1765 107  31.455.286 31.456.127 -361.055
KG185 FFB QFFB3_5_b//QFFB6_9_a 2 107,1 31.816.341 8P_CL108Contig6-301 1548 107  31.455.286 31.456.539 -361.055
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KG186 FFB FFB6_9_J 6 73,5 33.606.711 8P_1_CL1Contig2083-445 835 72,3 33.052.152 33.052.988 -554.559
KG187 FFB FFB6_9_J 6 73,5 33.606.711 8P_1_CL1Contig3684-142 575 73,6  33.629.933  33.630.297 23.222
KG188 FFB FFB6_9_J 6 73,5 33.606.711 8P_1_CL1Contig596-1136 1908 73,7 33.638.029 33.638.398 31.318
KG189 FFB QFFB3_5 a 8 17 4.168.434 8P_1_CL1Contig545-259 701 17,8  4.354.602  4.354.888 186.168
KG190 FFB QFFB3_5 g 8 19,2  4.666.164 8P_1_CL1Contig1455-145 706 19 4631331  4.631.783 -34.833
KG191 FFB QFFB3_5_e 11 1089 20.573.328 8P_1_CL1Contig6530-161 629 107,9 20.075.557 20.076.184 -497.771
KG192 FFB QFFB3_5_e 11 108,9 20.573.328 8P_CL1256Contigl-100 991 108  20.181.455 20.181.960 -391.873
KG193 FFB QFFB3_5_e 11 1089 20.573.328 8P_1 CL1Contig1174-546 1371 108,3 20.333.359  20.333.975 -239.969
KG194 FFB QFFB3_5_e 11 1089 20.573.328 8P_1_CL1Contig3877-158 872 108,4 20.389.980 20.390.570 -183.348
KG195 FFB QFFB6_9_i 13 70,5 22.794.962 8P_1_CL1Contig2168-309 578 70,6  22.806.305 22.806.663 11.343
KG255 PO QPO3_5a 1 929 36.432.378 8P_CL1247Contigl-857 1696 93  36.835.906 36.836.463 403.528
KG256 PO QPO3_5a 1 929 36.432378 8P_CL1199Contig1 1115 93,2 38.126.848 38.127.137 1.694.470
KG257 PO QPO3_5a 1 929 36.432378 8P_CL1Contig7603 1003 93,6 39.988.513 39.988.691 3.556.135
KG258 PO QPO3_5a 3 12,9  7.813.607 8P_1_CL1Contig1285 1892 12 7.306.158  7.306.432 -507.449
KG259 PO QPO3_5a 3 12,9 7.813.607 8P_1_CL1Contig894 883 13,4 8073356 8.073.714 259.749
KG260 PO QPO3_5c¢ 3 51,9 31.675.329 8P_CL118Contig7 1951 52 31.732.383 31.732.550 57.054
KG261 PO QPO3_5¢//QPO6_9b 11 57,9 11.871.114 8P_1_CL1Contig5998 1195 57,8 11.856.887 11.857.371 -14.227
KG262 PO QPO3_5c¢ 15 78  19.667.860 8P_1_CL1Contig7802 846 77,2 19.640.431 19.640.566 -27.429
KG263 PO QPO3_5¢c 15 78  19.667.860 8P_1_CL1Contig7659 1135 77,5 19.654.737 19.655.485 -13.123
KG264 PO QPO3_5c¢ 15 78  19.667.860 8P_1 CL1Contig2722 1094 78,6  19.816.253 19.816.629 148.393
KG265 PO QPO3_5¢ 15 78  19.667.860 8P_1_CL1Contig4430 799 79  19.862.334 19.862.897 194.474

KG2 BW QBwt_6_9_b 2 41,1 7.612.857 mEgCIR3275_xm_02529485,1 510 41,5  7.674.706  7.681.536 61.849
KG140 BW QBwt6_9_-C 7 573 16.185.204 M01000043696 532 57,1 16.119.197 16.118.678 -66.007
KG146 BW QaBwt_1//QFwt_1//QBwt3_5_c//QBwt6_ 9 ¢ 5 125  48.016.649 M01000069634 811 124,7 47.962.206 47.757.422 -54.443

Tabla 3.2: Caracteres relacionados con los componentes de racimo.POP= contenido medio de aceite en relacién al peso medio de mesocarpo (%);QPOP= QTL POP; QPOP3_5= QTL POP palmeras entre 3 y 5 afios;
QPOP6_9=QTL POP palmeras entre 6 y 9 afios; Fw= Peso medio de fruto/palmera/afio (g); QFw=QTL Fw; IV= Indice de iodo; Ql= QTL Indice de iodo; PF= ratio de pulpa respecto al fruto (%); QPF= QTL_PF; QLt_W_e=
QTL tamafio medio de anchura de foliolo hoja L17 (cm).

NOMBRE CG CARACTER ID QTL POSICION QTL LOCUS (Lc) CANDIDATO LONGITUD (pb) POSICION LC CANDIDATO DISTANCIA (pb)
GL cM Pb cM Inicio Fin

KG220 POP Q%POP_1C 3 10,3 6.317.682 8P_CL1123Contig4-785 1350 9,8 6.044.124 6.044.435 -273.558
KG221 POP Q%POP_1C 3 10,3 6.317.682 8P_1_CL1Contig2289-139 2106 11,1 6.776.479 6.776.936 458.797
KG222 POP Q%POP_a//QP03_5_a 3 12,9 7.813.607  8P_1_CL1Contig1285-121 1892 12 7.306.158  7.306.432 -507.449
KG223 POP Q%POP_a//QP0O3_5_a 3 12,9  7.813.607 8P_1_CL1Contig894-166 883 13,4 8.073.356 8.073.714 259.749
KG224 POP Q%POP_c//QPO6_9_a 7 86,4 24.931.432 8P_1_CL1Contig5969-102 958 86,8 25.147.904  25.148.557 216.472
KG225 POP Q%POP_c//QP0O6_9_a 7 86,4 24.931.432 8P_1_CL1Contig4786-186 1179 87,1 25.345.243  25.345.718 413.811
KG226 POP Q%POP_b 8 955 32.463.588 8P_1_CL1Contig6665-1022 1859 94,5 32.127.859  32.128.523 -335.729
KG227 POP Q%POP_b 8 955 32.463.588 8P_1_CL1Contig3765-525 1008 96,5 32.802.067 32.802.329 338.479
KG11 Fw QFwt_a 14 91,3 23.040.196 M01000008373 1663 91,3 23.034.842  23.015.230 -5.354
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KG146°
KG1
KG12°
KG135
KG138

PF

QaBwt_1//QFwt_1//QBwt3_5_c//QBwt6_ 9 ¢ 5 125

Ql_a

ql_j//QLt_W_e

ql_i
Q%PF_1

3 17,2
13 335
1 58,9
6 77,3

48.016.649 M01000069634
9.666.280 mEgCIR3847

12.270.783 M01000002200
21.665.616 M01000003117
34.230.310 M01000009619

811
421
1201
2273
1410

124,7
17,2
34,5
58,9
76,8

47.962.206 47.757.422
9.684.871 9.683.290
12.491.918 12.503.583
21.685.513  21.688.998
34.149.414  5.297.645

-54.443
18.591
221.135
19.897
-80.896

? El mismo gen co-localizado en la mismo posicidn para el cracter BW de caracteres relacionados con la produccién

b . . . .
. EI mismo gen co-localizado con un caracter vegetativo

Tabla 3.3: Caracteres relacionados con componentes vegetativos. Hl= incremento de altura (cm); Qht= QTL HI; Q-C_StGr= QTL crecimiento en altura (cm); gP_W_f= anchura media del peciolo de hoja L17 (cm).

NOMBRE CG

KG161
KG162
KG163
KG164
KG165
KG166
KG167
KG168
KG169
KG170
KG171
KG172
KG173
KG174
KG175
KG176
KG177
kg178
KG144
KG145
KG147
KG12

CARACTER

HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI

D QL POSICION QTL
GL cM Pb

Qht 1 93,9 41.260.746
Qht 1 93,9 41.260.746
Qht_C 1 95,6 43.465.831
QhtlC 2 127,7 41.964.781
Qht1C 2 127,7 41.964.781
Q-C_StGr_b 2 136,8 44.514.722
Q-Cst 2 136,8 44.514.722
Q-CStGr_a 2 157,4 50.738.342
QHt_a 3 43,1 24.437.929
QHt_d 4 14,1 4.219.661
QHt_d 4 14,1 4.219.661
QHt_2c 4 100,6 24.597.133
g_Ht_h 7 103,8 33.778.092
q_Ht_h 7 103,8 33.778.092
gHt_g 8 69,8 23.185.343
qHt_g 8 69,8 23.185.343
qHt_g 10 90,4 26.502.355
QHt_f 11 66,6 12.985.034
QHt_e//qP_W_f 12 127,6 25.726.657
QHt_1C 1 93,9 41.168.544
QHt_d 4 14,1 4.219.661
ql_j//QLt_W_e 13 33,5 12.270.783

LOCUS (Lc) CANDIDATO

8P_1_CL1Contig3885-852
8P_1_CL1Contig5925-865
8P_1_CL1Contig5227-359
8P_1_CL1Contigl1412-1053
8P_1 CL1Contigd381-1139
8P_1_CL1Contig7081-337
8P_CL1255Contig2-411
8P_1_CL1Contig9289-286
8P_1_CL1Contig1336-961
8P_1_CL1Contigl032-823
8P_1_CL1Contigd489-1006
8P_1_CL1Contig240-608
8P_1_CL1Contigd200-521
8P_1_CL1Contig1247-233
8P_CL1026Contig1-144
8P_1_CL1Contigl1217-507
8P_1_CL1Contig11102-982
8P_1_CL1Contig5710-120
M01000023551
M01000007495
M01000004883
M01000002200

LONGITUD (pb)

1165
1764
910
1665
3304
1021
610
1123
1608
3053
2055
1328
1656
464
705
1456
1561
1170
1105
551
2567
1201

POSICION LC CANDIDATO

DISTANCIA (pb)

cM
93,8
93,8
95,6
127,9
127,7
136,6
136,6
157,9
42,2
14
14,9
100,4
103,6
103,5
69,9
70
90,3
66,2
127,0
93,4
14,0
34,5

Inicio
40.814.814
40.667.392
43.437.641
41.981.692
41.982.390
44.067.642
43.975.576
50.794.970
24.600.281

4.196.283
4.462.097
24.572.939
33.540.080
33.492.282
23.228.331
23.297.141
26.438.811
13.064.347
25.645.651
38.779.467
4.183.689
12.491.918

Fin
40.815.410
40.668.097
43.438.073
41.982.104
41.982.905
44.068.634
43.976.083
50.795.923
24.600.536

4.196.897
4.462.851
24.573.908
33.540.361
33.492.494
23.228.829
23.297.916
26.439.938
13.065.119
25.647.388
38.780.297
4.193.852
12.503.583

-445.932
-593.354
-28.190
16.911
17.609
-447.080
-539.146
56.628
162.352
-23.378
242.436
-24.194
-238.012
-285.810
42.988
111.798
-63.544
79.313
-81.006
-2.389.077
-35.972
221.135
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Anexo 4: Anotaciones funcionales de los genes co-localizados en el mapa integrado de palmera de aceite. Blastx muestra las anotaciones donde se ha determinado un

mayor homologia con la secuencia candidata en E.guineensis. La anotacién GO muestra donde se puede localizar a nivel celular (C), el proceso biolégico donde participa (P)

y su funcion a nivel molecular (F).

Tabla 4.1: Caracteres relacionados con la produccidn.

NOMBRE  CARACTER BLASTX E-VALOR ANOTACION GO
CG
KG196 BN XP_010912706.1 Factor de transcripcion 21 MADS- 1,00E-172  C:nucleo; F:Unidn ADN; F:Actvidad factor de transcripcion, unién secuencias especifica ADN; F:union de proteinas;
box P:proceso biosintético; P:contenedor de bases nucleotidicas componente de proceso metabdlicos
KG197 BN XP_010912749.1 Proteina FRIGIDA 3 0,00E+00  F:funcién molecular; P:proceso bioldgico
KG198 BN ABR19829.1 Cisteina proteinasa 0,00E+00  P:proceso metabdlico de proteinas; C:vacuola; F:actividad hidrolasa
KG199 BN XP_010919353.1 Bases de cadena larga esfingoide 5,00E-58  F:actividad kinasa; C:plastidio
kinasa-1
TEST BN XP_010920826.1 Acil- coenzima A oxidasa 4, en 0,00E+00  F:unidn de nucledtidos; P:desarrollo del embrién; C:peroxisoma; F:actividad catalitica; P:proceso catabdlico;
peroxisoma P:proceso de metabolismo de lipidos; P:desarrollo post-embrionario; P:organizacién de componentes celulares;
P:transportador
KG200 BN XP_010926098.1 alfa, alfa-trealosa-fosfato sintasa 0,00E+00  P:proceso de metabolismo de carbohidratos; P:proceso de modificacion de proteinas celulares; P:proceso
[UDP-formador]6 biosintético; F:actividad transferasa; F:actividad hidrolasa
KG201 BN XP_010927527.1 PREDICTED:Proteina L23 9,00E-88  P:desarrollo del embridn; C:mitocondria; P:desarrollo post-embrionario; F:actividad de molecula estructural;
ribosomal 60S C:citosol; C:nucleolo; C:ribosoma; P:contenedor de bases nucleotidicas componente de proceso metabdlicos;
C:plastidio; P:traduccion
KG202 BN XP_010929742.1 Proteina no caracterizada 2,00E-130 C:endosoma; C:aparato de Golgi; F:actividad transferasa
At1g04910
KG203 BN XP_010931416.1 2,3 bifosfoglicerato independiente 0,00E+00  P:proceso de metabolismo de carbohidratos; P:generacién de metabolitos precursores y energia; C:citoplasma;
fosfoglicerato mutasa F:actividad catalitica; P:proceso catabdlico; F:unién; P:contenedor de bases nucleotidicas componente de proceso
metabdlicos
KG204 BN XP_010932341.1 Proteina 48 control division 2,00E-41  F:unidén de nucledtidos; C:nucleo; C:citoesQueleto; C:citoplasma; P:desarrollo organismo multicelular;
celular homologa B P:diferenciacidn celular; P:transportador; C:membrana plasmatica; P:ciclo celular; P:reproduccién; F:actividad
hidrolasa
KG205 BN XP_010911234.1 Proteina 2 unién GTP nucleolar 0,00E+00  F:unidn de nucledtidos; C:nucleolo; F:actividad hidrolasa
KG206 BN ACI23376.1 desconocido 3,00E-103  F:actividad catalitica
KG207 BN XP_010938962.1 Proteina Porina 5 membrana 0,00E+00 C:membrana; C:mitocondria; F:actividad transportadora; P:proceso celular
mitocondrial externa
KG141 BN XP_010926101.1 Proteina 71 asociada a 0,00E+00 -
microtubulo
KG142 BN XP_010926099.1 AAR2 regulador de respuesta de 0,00E+00 -
dos componentes
KG143 BN XP_010916258.1 Proteina T complejo 1 subunidad 6,00E-71 -

delta
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743764980?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4627NDG1016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743764980?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4627NDG1016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743765062?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4627NDG1016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743800741?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4627NDG1016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743800741?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4627NDG1016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/207091414?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4627NDG1016
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KG179
KG180
KG181
KG182
KG183
KG184
KG185
KG186
KG187
KG188
KG189
KG190
KG191
KG192
KG193

KG194
KG195

KG255

KG256

KG257

KG258

KG259

KG260

KG261
KG262

FFB
FFB
FFB
FFB
FFB
FFB
FFB
FFB
FFB
FFB
FFB
FFB
FFB
FFB
FFB

FFB
FFB

PO

PO

PO

PO

PO

PO

PO
PO

XP_010924269.1 2-hidroxiacil-CoA liasa
XP_010911991.1 Proteina F8box "tubby-like"
XP_010912851.1Proteina baja calidad: 3-oxoacil-
ACP-reductasa 4

XP_010930036.1 Proteina transportadora Sec61
subunidad alfa
XP_010912890.1 Citocromo P450 71A9
XP_010911404.1 Citocromo P450 71A1
XP_010912890.1 Citocromo P450 71A9
XP_010924276.1 3-ketoacil-CoA sintasa 4
XP_010924299.1 Proteina de baja calidad: aspartico
proteinasa orizasin-1
XP_010926197.1 aspartico proteinasa orizasin-1
XP_010927527.1 Proteina L23 60S ribosomica
XP_010927544.1Proteina ubiQuitina -E3 ligasa
RGLG2
XP_010933823.1 Proteina VIN3
XP_010933806.1 Proteina
expresadamaternalmente Gen 5 xpresadoprotein
MATERNALLY EXPRESSED GENE 5-like isoform X3
XP_010933790.1 Proteina no caracteriazada
LOC105054084
XP_010933787.1 Isoforma E Citocromo b5
XP_010937204.1 peptidil-prolil cis-trans isomerasa
interaccionando NIMA 4
XP_010934393.1 Proteina no caracterizada
LOC105054551
XP_010935215.1 cicloartenol-C-24-metiltransferasa
1

XP_010923463.1 Proteina no caracterizada
LOC105046548
XP_010915394.1 Enzima malico NADP dependiente

XP_010915446.1 Factor de transcripcion 3 MADS-
box

XP_010907607.1 Proteina 2a bisintesis de bases de
larga cadena

XP_010933293.1 Proteina 7 GEM

XP_010937204.1 peptidil-prolil cis-trans isomarasa
interaccionando NIMA4

3,00E-131
0,00E+00
4,00E-179
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
7,00E-93
1,00E-57
0,00E+00
1,00E-68
4,00E-63
3,00E-81
1,00E-102
0,00E+00

3,00E-94
6,00E-53

0

2,00E-176

2,00E-168

0

1,00E-113
0,00E+00

1,00E-158
2,00E-73

P:proceso metabolismo secundario; F:actividad catalitica; P:proceso catabélico; C:citosol; F:unién; P:proceso celular
F:unién de nucledtidos; P:respuesta a estimulos abidticos; P:desarrollo organismo multicelular; P:proceso de
metabolismo de lipidos; P:proceso biosintético; F:actividad transferasa; C:plastidio; P:proceso celular; P:respuesta a
estres

C:mitocondria; C:membrana; P:transportador

F:actividad catalitica; F:union

F:actividad catalitica; F:union

F:actividad catalitica; F:union

C:membrana; P:proceso de metabolismo de lipidos; P:proceso biosintético; F:actividad transferasa; P:proceso celular
P:proceso metabdlico de proteinas; P:proceso de metabolismo de lipidos; F:actividad hidrolasa

P:proceso metabdlico de proteinas; P:proceso de metabolismo de lipidos; C:vacuola; F:actividad hidrolasa
C:mitocondria; F:actividad de molecula estructural; C:ribosoma; P:traduccion
P:proceso metabdlico; F:unién; P:proceso celular

F:unién de nucledtidos; F:ARN vinculante; P:contenedor de bases nucleotidicas componente de proceso metabdlicos

C:citosol

F:actividad catalitica; C:reticulo endoplasmatico; F:unién; C:vacuola; C:membrana plasmatica; C:plastidio; C:tilacoide
F:actividad catalitica; P:proceso de modificacion de proteinas celulares

C:plastidio

P:desarrollo del embridn; P:proceso metabolismo secundario; P:proceso catabdlico; P:desarrollo post-embrionario;
C:reticulo endoplasmatico; P:proceso biosintético; C:vacuola; P:proceso celular; P:respuesta a estres; P:proceso de
metabolismo de lipidos; F:actividad transferasa

F:unién de lipidos

F:unién de nucledtidos; P:proceso de metabolismo de carbohidratos; P:proceso metabdlico de proteinas; F:unidn de
proteinas; F:actividad catalitica; P:proceso catabdlico; P:proceso de metabolismo de lipidos; P:organizacion de
componentes celulares; P:proceso biosintético

C:nucleo; F:Unidn ADN; F:Actvidad factor de transcripcidn, union secuencias especifica ADN; F:unidn de proteinas;
P:proceso biosintético; P:contenedor de bases nucleotidicas componente de proceso metabdlicos

C:membrana; P:proceso de metabolismo de lipidos; C:reticulo endoplasmatico; P:proceso biosintético; F:actividad
transferasa; F:union; P:proceso celular

F:actividad catalitica; P:proceso de modificacion de proteinas celulares
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743757937?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=41087NM3013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743794813?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=41087NM3013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743828292?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=41087NM3013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743840210?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=41087NM3013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743840210?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=41087NM3013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743759910?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=46B93KDZ013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743759910?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=46B93KDZ013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743770202?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=46B93KDZ013
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KG263

KG264

KG265

KG2

KG140

KG141

KG142

KG143

KG146

PO

PO

PO

BW

BW

BW

BW

BW

BW

XP_010939832.1 cistationina gamma sintasa,
cloroplastica

XP_010939851.1 proteosoma tipo 5 subunidad alfa

XP_010937258.1 1-fosfatidilinositol-3-fosfato-5
kinasa FAB1B

XP_010912533.1 serina hidroximetiltransferasa 7
XP_010926413.1 Factor de transcripciéon ERFO14
sensible a etileno

XP_010926101.1Proteina 70-1 asociada a
microtubulo

XP_010926099.1 regulador de la respuesta de dos
comoponentes ARR2

XP_010916258.1 PREDICTED: Proteina complejo T
subunidad 1 delta

XP_010937676.1 Histona H2B.11

4,00E-43  F:actividad catalitica; F:union

1,00E-174  C:nucleo; P:proceso metabdlico de proteinas; C:citoplasma; P:proceso catabdlico; P:proceso celular; F:actividad

hidrolasa

5,00E-121  F:unidén de nucledtidos; P:proceso de metabolismo de lipidos; F:actividad kinasa

0,00E+00 F:actividad transferasa; F:unidn; P:proceso celular
5,00E-68 C:nucleo; F:Union ADN; P:proceso de metabolismo de carbohidratos; F:Actvidad factor de transcripcion, unién

secuencias especifica ADN; P:contenedor de bases nucleotidicas componente de proceso metabdlicos; F:actividad
hidrolasa; P:traduccion

0,00E+00  F:unidn de proteinas; P:organizacién de componentes celulares

0,00E+00  F:Unidn ADN; P:transduccién de sefiales; C:intracelular

6,00E-71  P:proceso metabdlico de proteinas; P:generacion de metabolitos precursores y energia; P:proceso catabdlico;

P:proceso biosintético; P:contenedor de bases nucleotidicas componente de proceso metabdlicos; P:respuesta a
estres; F:union de nucleétidos; P:proceso de metabolismo de carbohidratos; P:respuesta a estimulos abidticos;
F:unién de proteinas; P:organizacion de componentes celulares; C:citosol

4,00E-60  C:nucleo; F:Unién ADN; F:unidn de proteinas

Tabla 4.2: Caracteres relacionados con componentes de racimo.

NOMBRE  CARACTER BLASTx E-VALOR ANOTACION GO
CcG

KG220 POP XP_010915295.1 cisteina sintasa 0,00E+00 -

KG221 POP XP_010915352.1 6-fosfofructokinasa 3 ATP 0,00E+00 -
dependiente

KG222 POP XP_010915394.1 enzima malico dependite 0,00E+00  F:unidn de nucledtidos; P:proceso de metabolismo de carbohidratos; P:proceso de metabolismo de proteinas; F:union de
deNADP proteinas; F:actividad catalitica; P:proceso catabdlico; P:proceso metabolismo de lipidos; P:organizacion componentes

celulares; P:proceso biosintético

KG223 POP XP_010915446.1Factor de transcripcion 3 1,00E- C:nlcleo; F:unidén ADN; F:actividad como factor de transcripcién, union ADN secuencia especifica; F:union de proteinas;
"MADS- box" 113  P:proceso biosintético; P:proceso metabdlico compuesto por una nucleobase

KG224 POP XP_010926698.1 subunidad del receptor 3,00E-73  C:membrana; C:mitocondria; P:organizacién componentes celulares; C:citosol; C:ribosoma; F:unidn; P:transporte
importador mitocondrial TOM20

KG225 POP XP_010926689.1 Proteina L7a ribosémica 60S 2,00E-  F:actividad molécula estructural; C:ribosoma; P:traduccion

132

KG226 POP XP_010928773.1 Proteosoma 26S subunidad 1 0,00E+00  P:proceso de metabolismo de proteinas; P:proceso catabdlico; F:actividad reguladora de enzimas; C:intracelular
homologa A no ATPasa reguladora

KG227 POP XP_010928835.1 Dominio rodanasa continente 8,00E-  P:igeneracién de metabolitos precursores y energia; C:membrana; P:desarrollo post- embrionario; P:morfogenesis de
proteina ,cloroplasto 170 estructuras anatémicas; P:fotosintesis; P:proceso biosintético; C:plastidos; C:tilacoides
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743850235?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=46B93KDZ013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743850235?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=46B93KDZ013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743840415?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=46B93KDZ013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743840415?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=46B93KDZ013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743770116?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4691S5RV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743770116?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4691S5RV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743770313?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4691S5RV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743770313?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4691S5RV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743810213?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4691S5RV01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743810213?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4691S5RV01R
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KG11

KG146
KG1

KG12

KG135
KG138

XP_010938882.1 Proteina de unién
poliadenilato RBP47B'P

XP_010937676.1 Histona H2B.11
XP_010932283.1 Proteina no caracterizada
LOC105052991

XP_010936651.1 Proteina no caracterizada
LOC105056228

XP_010924269.1 2-hidroxiacil-CoA liasa
XP_010924347.1 Proteina no caracterizada
LOC105047228

0

4,00E-60
0,00E+00

1,00E-79

0,00E+00
0,00E+00

F:unién de nucledtidos; C:ntcleo; P:respuesta a estimulos abidticos; F:ARN vinculante; C:citoplasma; P:respuesta a estrés;
P:proceso celular
C:nucleo; F:unidn ADN; F:unién de proteinas

C:cloroplasto; P:proceso metabdlico; F:actividad catalitica; F:coenzyme unién

P:secondary proceso metabdlico; F:actividad catalitica; P:proceso catabdlico; C:citosol; F:unidn; P:proceso celular
P:proceso biolégico; C:componente celular

Tabla 4.3 Caracteres relacionados con componentes vegetativos.

NOMBRE  CARACTER BLASTX E-VALOR ANOTACION GO
CG

KG161 HI XP_010913468.1 cadena catalitica 1,00E-105 -

ferredoxin-tiorredoxin reductasa
KG162 HI XP_010935952.1 GDP-manosa 3,5- 0,00E+00 -

epimerasa 2
KG163 HI XP_010937949.1 UDP-arabinopiranosa 6,00E-143 P:proceso metabolismo de carbohidratos; F:union de proteinas; P:organizacion de componentes celulares; C:citosol; C:aparato
mutasa 1 de Golgi; P:Proceso biosintético; F:actividad transferasa; P:proceso metabdlico compuesto contenedor de nucleobase

KG164 HI XP_010928300.1 bomba de protones de 0,00E+00 P:desarrollo de organismo multicelulares; C:aparato de Golgi; C:vacuola; C:membrana plasmatica; C:plastidios; F:actividad

membrana vacuolar pirofosfato transporteadora; P:respuesta a estrés; P:proceso celular; P:respuesta a estimulos abidticos; C:endosoma; C:mitocondria;

F:actividad hidrolasa
KG165 HI XP_010921969.1 posible isoleucina-ARNt- 0,00E+00 P:generacion de metabolitos precursores y energia; P:proceso catabdlico; P:proceso metabdlico compuesto contenedor de
ligasa nucleobase; P:respuesta a estrés; P:traduccion; F:unién de nucleétidos; P:proceso metabolismo de carbohidratos; P:respuesta
a estimulos abidticos; P:organizacién de componentes celulares; C:citosol; F:actividad hidrolasa

KG166 HI XP_010913485.1 peroxidasa 63 1,00E-104 F:actividad catalitica; P:proceso catabdlico; C:regién extracelular; F:unién; P:respuesta a estrés; P:proceso celular
KG167 HI XP_010913468.1 cadena catalitica 1,00E-27 P:proceso metabolismo de carbohidratos; F:actividad catalitica; P:Proceso biosintético; F:unién; C:plastidios; P:proceso celular

ferredoxin-tiorredoxin reductasa
KG168 HI XP_010913940.1 proteina 8 dedo de zinc 9,00E-108 F:union ADN

A20y dominio AN1 asociado a estrés
KG169 HI XP_010916665.1 subunidad mu 0,00E+00 C:membrana; C:citosol; P:transporte
compleho AP-4
KG170 HI YP_006073103.1 apoproteina A2 de 0,00E+00 F:actividad catalitica; C:membrana; P:proceso de modificacidén de proteinas celulares; P:fotosintesis; F:unidn; C:plastidios;
fotosistema | P700, cloroplasto C:tilacoides
KG171 HI XP_010918079.1 posible metiltransferasa 0,00E+00 F:actividad transferasa
PMT21
KG172 HI XP_010918518.1 Proteina 2 de unién de 8,00E-131 C:nucleo; C:membrana; C:reticulo endoplasmatico; C:plastidios; C:tilacoides
esteroides a membrana

KG173 HI XP_010912190.1 TAP46 subunidad 0,00E+00 P:proceso de metabolismo secundario; P:proceso catabdlico; P:transduccidn de sefiales; P:proceso de modificacion de
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743822462?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=5B40FX6Z015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743822462?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=5B40FX6Z015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743760251?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3TF2MPV0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743760251?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3TF2MPV0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/383931189?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3TF2MPV0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/383931189?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3TF2MPV0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743775397?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3TF2MPV0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743775397?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3TF2MPV0013
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KG174
KG175

KG176

KG177
kg178
KG144
KG145
KG147

KG12

HI

HI

HI

HI

HI

reguladora PP2A
XP_010924912.1 TAP46 subunidad
reguladora PP2A
XP_010928200.1 proteina LORELEI
anclada a GPI
XP_010928199.1 Proteina " WD repeat-
containing protein C2A9.03" no
caracterizada
XP_010932610.1 proteina no
caracterizada LOC105053217
XP_010933275.1 subunidad 1 complejo
THO
XP_010935702.1 manano sintasa 1
XP_010937172.1 posible subunidad 8 [
UDP-formadora]catalitica de celulosa
sintasa A
XP_010906231.1 PREDICTED: Proteina
"ENHANCED DISEASE RESISTANCE 2"
XP_010936651.1 proteina no
caracterizada LOC105056228 isoform X1

0,00E+00

2,00E-120

0,00E+00

0,00E+00
1,00E-158
0,00E+00
3,00E-68
0,00E+00

1,00E-79

proteinas celulares; C:citosol; F:regulador de la actividad enzimatica
P:proceso de metabolismo secundario; P:proceso catabdlico; P:transduccion de sefiales; P:proceso de modificaciéon de
proteinas celulares; C:citosol; F:regulador de la actividad enzimatica
C:célula; P:polinizacién

F:cromatina vinculante; C:plasmodesmo

C:nlcleo; P:respuesta a estimulos bidticos; P:respuesta a estimulos externos; P:transporte; P:proceso metabdlico compuesto
contenedor de nucleobase; P:regulacion de la expresion génica, epigenética; P:respuesta a estrés
C:membrana; P:organizacion de componentes celulares; C:aparato de Golgi; F:actividad transferasa
P:proceso metabolismo de carbohidratos; P:organizacion de componentes celulares; P:Proceso biosintético; F:union;
F:actividad transferasa; C:membrana plasmatica

F:unién de lipidos

C:cloroplasto; P:proceso metabdlico; F:actividad catalitica; F:unién de coenzimas
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743807851?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3TF2MPV0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743807851?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3TF2MPV0013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743807851?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=3TF2MPV0013

ANEXOS

Anexo 5: Genes candidatos seleccionados a partir de diferentes referencias como literatura relacionada, rutas biosintéticas y patentes.

Tabla 5.1: Genes candidatos y su funcidn. Nombre: se refiere al nombre dado al gen cadidato, y si procede de patente -P- o de otras vias -KG. La relacién con el caricter de interés se
determiné a partir de su funcion referenciada mediante la clasificacion hecha inicialmente. Especie, se refiere a la especie de origen de la secuencia, secuencia es la referencia de NCBI donde
puede buscarse la secuencia; referencia bibliografica se refiere al origen de la secuencia y a la bibliografia relacionada con la funcién, y por ultimo la funcién con su funcidn.

NOMBRE

KG275

P4

P39

P58

KG269

KG210
KG212
KG213
KG274

KG153

KG154

KG155
KG242

KG244

KG252
KG253
KG254
KG270
KG271
KG288

KG114
KG87
KG113

RELACION CON CARACTER DE INTERES

Clasificacion
Acumulacién de aceite en
semilla

Aumento del rendimiento
Biomasa
Biomasa

Biomasa

Calidad de Fruto
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos

Calidad de Fruto

Desarrollo de fruto

Desarrollo de fruto

Desarrollo de fruto
Desarrollo de fruto

Desarrollo de fruto

Desarrollo de fruto
Desarrollo de fruto
Desarrollo de fruto
Desarrollo de fruto
Desarrollo de fruto
Desarrollo de fruto
Desarrollo de la semilla'y
crecimiento
Desarrollo y crecimiento

Desarrollo y crecimiento

Caréacter/es

POP, PO

Bn, FFB,
FN,FW

OTROS
OTROS

OTROS

POP,PO
POP,PO
FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN
FW,FN

FW,FN

FW,FN
FW,FN
FW,FN
FW,FN
FW,FN
FW,FN

FW,FN
OTROS
OTROS

ESPECIE
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis

Elaeis guineensis

Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Elaeis guineensis
Elaeis guineensis

Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis

Jatropha curcas
V. vinifera

Jatropha curcas

SECUENCIA
XM_010935827
HC924133
FB787669
AX463424

FB669059

JX556215;HF562332

XM_010916712
XM_010926808
XM_010927965

NM_119611

NM_119266

NM_121371
EGETRF2R3*

EgMAX4(F1R1)*

XM_010915369
XM_010912847
NC_026001
AY182169
KJ789862
AJ507416

JC000041
XM_002268016
JC000035

REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

NCBI- Nucleétidos

Patente EP2199398 (Reuzeau y col.,

2010)
W02008034648 (A1) (Puzioy col.
2008)

EP1217068 (A2) (Abdullahy col.
2002)

Patente W02009153208 (Sanz
Molinero y col.2009)
Morcillo y col. 2013
Dussert S. y col.2013
Dussert S. y col.2013
NCBI- Nucleétidos
NCBI-Nucledtidos; Lease KAy col.
2001
NCBI-Nucleédtidos; Zhang Y. y col.
2008
NCBI- Nucleétidos
Preedakoon, P (2009)

Preedakoon, P (2009)

NCBI- Nucleétidos
NCBI- Nucleétidos
NCBI- Nucleétidos
NCBI- Nucleétidos
Singh y col.2014
NCBI- Nucleédtidos
NCBI- Nucledtidos; Foidl N. y col.
1996
NCBI- Nucleédtidos
NCBI- Nucledtidos; Foidl N. y col.
1996

FUNCION
Oleosin
Factor de transcripcion MADS BOX
Proteina 1 NAC
Peroxirredoxin 1-Cys

Proteina 1 NAC

Lipasa
Palmitoil-ACP- tioesterasa
Palmitoil-ACP-tioesterasa

Lipoil sintasa

Proteina de unidén nucleétido guanina subunidad BETA

DDB1 y CUL4 factor asociado 1

Proteina complejo elongador 1
Ethylene receptor protein
More axillary branches 4, members of carotenoid
cleavage dioxygenase (CCDs) family of enzyme
Familia AP-2 factor de transcripcion sensible a etileno
Familia AP-2 factor de transcripcién sensible a etileno
Familia AP-2 factor de transcripcion sensible a etileno
opscl55 fosfogluconolactonasa-6 putativa
Gen virescens R2R3-MYB
Pseudogene Tpasa

Alcohol deshidrogensa
Posible Indole-3- piruvato monooxigenasa YUCCA8

Peptidil-propil cis-trans-isomerasa

218


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/731396275?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5VBVP82Y014
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KG106

KG107

KG108

KG278

KG115

KG117

KG101

KG102

KG103

KG105

KG156
KG157
KG159

KG160

KG233
KG234
KG245
KG246
KG247
KG248
KG249
KG250
KG251
KG286
KG289

P13

KG64
KG69

KG70
KG75

Desarrollo, crecimiento y
fotosintesis
Desarrollo, crecimiento y
fotosintesis
Desarrollo, crecimiento y
fotosintesis
Desarrollo, crecimiento y
fotosintesis
Desarrollo, crecimiento y
respuesta a estrés
Desarrollo, crecimiento y
respuesta a estrés
Desarrollo, crecimiento,
fotosintesis, respuesta a estrés
Desarrollo, crecimiento,
fotosintesis, respuesta a estrés
Desarrollo, crecimiento,
fotosintesis, respuesta a estrés
Desarrollo, crecimiento,
fotosintesis, respuesta a estrés
Elongacién de tallo
Elongacién de tallo
Elongacidn de tallo

Elongacién de tallo

Elongacion de tallo
Elongacidn de tallo
Elongacion de tallo
Elongacién de tallo
Elongacidn de tallo
Elongacién de tallo
Elongacion de tallo
Elongacidn de tallo
Elongacidn de tallo
Elongacién de tallo
Elongacidn de tallo

Elongacidn de tallo

Elongacion de tallo
Elongacidn de tallo

Elongacidn de tallo

Elongacidn de tallo

OTROS

OTROS

OTROS

OTROS

OTROS

OTROS

OTROS

OTROS

OTROS

OTROS

HI
HI
HI

HI

HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI
HI

HI

HI
HI

HI
HI

O.europeae
O.europeae
O.europeae
Elaeis guineensis
Jatropha curcas
Jatropha curcas
O.europeae
O.europeae
O.europeae

O.europeae

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Arabidopsis thaliana
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis

Elaeis guineensis

A.thaliana
A.thaliana

A.thaliana

S.lycopersicum

NC_013707 NCBI- Nucleétidos
NC_013707 NCBI- Nucleétidos
NC_015401 NCBI- Nucleétidos

XM_010920538.1 NCBI- Nucledtidos

NCBI- Nucleétidos; Foidl N. y col.

JC000047 1996
NCBI- Nucledtidos; Foidl N. y col.
JCO00055 1996
NC_013707 NCBI- Nucleétidos
NC_013707 NCBI- Nucleétidos
NC_013707 NCBI- Nucleétidos
NC_013707 NCBI- Nucleétidos
NM_180285 NCBI- Nucleétidos
NM_101298 NCBI- Nucledtidos
NM_116578 NCBI- Nucleétidos
NM_121421 NCBI- Nucledtidos
AY556420 Lee y col. 2015
AY556423 Leey col. 2015
EgBRX* Preedakoon, P (2009)
EgARF1* Preedakoon, P (2009)
EgPINF3-9* Preedakoon, P (2009)
EgPINF3-5* Preedakoon, P (2009)
EgPINF3-4* Preedakoon, P (2009)
EgPINF3-6* Preedakoon, P (2009)
NM_111270 NCBI- Nucleétidos
XM_010928170.1 NCBI- Nucledtidos
AY254310 NCBI- Nucleétidos
EP2090662 (A2) (Puzio Piotry col.
HB772392 2009)
NM_106017 NCBI-Nucledtidos; Zhou J y col. 2011
NM_120100 NCBI-Nucleétidos; Zhou J y col. 2011

NM_001203975 NCBI-Nucleédtidos; Zhou J y col. 2011

NM_001247838 NCBI-Nucleétidos; Chandler PM y

PSII Proteina baja MW

PSII citocromo b559
ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa
Subunidad IV B centro de reaccién Fotosistema |
Enzima de procesamiento vacuolar

Receptor de Etileno

ATPasa subunidad IV

ATPasa subunidad epsilon
ATPasa subunidad Il

PSII

Delta(24)-esterol reductasa
Proteina ribosémica L10-1 60S
Familia de proteinas GH3 sensibles a auxina
Proteina complejo CHC1: remodelacion de
cromodominio
Proteina Asaparagina sintasa
Promotor Proteinas Asparagina sintasa
Brevis radix for regulating brassinosteroid-biosynthesis
Auxin response factor as transcription factor
polar auxin Transportador
polar auxin Transportador
polar auxin Transportador
polar auxin Transportador
Estrigolactona esterasa D14
Proteina SLR1 DELLA
acido carboxilico-1-aminociclopropano 1 oxidasa

Posible Proteina QM

Auxina portadora de componente de flujo 1 (PIN1)
Proteina Brasinoesteroidea insensitiva 1 (BRI1)
Kinasa receptora asociada a Brasinoesteroide
insensitivo 1 (BAK1)
Receptor Giberellina 1
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KG78

KG80

KG81

KG243
KG268
KG119
KG120
KG121
KG122
KG123
KG124
KG125
KG126
KG127
KG128
KG24

KG27

KG29
KG31
KG35
KG38
KG39
KG47

KG57

KG92

KG93
KG94
KG95
KG96

KG109

KG148
KG149

KG150
KG151

Elongacidn de tallo
Elongacién de tallo

Elongacidn de tallo

Factor de transcripcion
Factor de transcripcion
Factor de transcripcion
Factor de transcripcion
Factor de transcripcion
Factor de transcripcion
Factor de transcripcién
Factor de transcripcion
Factor de transcripcion
Factor de transcripcion
Factor de transcripcién
Factor de transcripcion
Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos

HI

HI

HI

OTROS
FW,FN
FW,FN
FW,SH
FW,FN
FW,FN
FW,FN
FW,FN
FW,FN
FW,FN
FW,FN
FW,FN
POP,PO

POP,PO

PO, BW
POP,PO
PO, IV
PO
PO, IV
PO, IV

FW, PO

PO,POP

PO,POP
PO,POP

PO,POP
POP, PO, FN,

A.thaliana
A.thaliana

A.thaliana

Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Arabidopsis thaliana
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
E.guineensis

E.guineensis

E.guineensis
E.oleifera
E.oleifera

E.guineensis
E.oleifera
E.oleifera

A.thaliana/E.guineensis

V. vinifera

V. vinifera
V. vinifera
V. vinifera
V. vinifera

Jatropha curcas

Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana

NM_105305
NM_111329

NM_113216

EgEBF*
AF411845
AJ581467

NM_001203767.1
AY739702
AY739700
AF411848
AY739698
AF411842
DQ090962
AJ581470
AF411840
AF424808

F1940767

AF261691
AY012452
EU057620
EU285005
AF169015
FJ796069

At1g01090//JN203210

XM_002270031

XR_785901.1
XM_010652471.1
XM_002274616.2
XM_002274672.3

JC000008

AY328518
NM_120486

NM_124670
NM_113196

col. 2008
NCBI-Nucledtidos; Tranbarger T. y
col. 2011
NCBI-Nucledtidos; Tranbarger T. y
col. 2011
NCBI-Nucledtidos; Tranbarger T. y
col. 2011
Preedakoon, P (2009)

NCBI- Nucleétidos
NCBI-Nucledtidos
Singh y col.2013B
NCBI-Nucledtidos
NCBI-Nucledtidos
NCBI-Nucleétidos
NCBI-Nucledtidos
NCBI-Nucledtidos
NCBI-Nucleétidos
NCBI-Nucleétidos
NCBI-Nucledtidos
NCBI- Nucleotidos
NCBI- Nucleotidos;Bourgis y col.
2011
NCBI- Nucleotidos; Cha TS y col.2001
NCBI-Nucleétidos
NCBI-Nucleétidos; Ho CL y col.2007
NCBI-Nucleétidos; Low ET y col. 2008
NCBI- Nucleétidos
NCBI- Nucleétidos
NCBI- Nucleétidos; Bourgis y
col.2011

NCBI- Nucleétidos

NCBI- Nucleétidos
NCBI- Nucleétidos
NCBI- Nucleétidos
NCBI- Nucleétidos
NCBI- Nucledtidos; Foidl N. y col.
1996
NCBI-Nucledtidos; Shi L. y col.2011
NCBI-Nucleétidos
NCBI-Nucledtidos; Baud S. y col.
2007
NCBI-Nucleédtidos; Baud S. y col.

Receptor Etileno 1
Proteina EIN4: receptor etileno

Receptor Etileno 2

EIN3 (Ethylene insensitive) Unidn factor as F-box
Factor de transcripcion MADS box(AGL2-3)
Factor de transcripcion MADS BOX
Factor de transcripcion MADS BOX
Factor de transcripcion MADS BOX
Factor de transcripcion MADS BOX
Factor de transcripcion MADS BOX
Factor de transcripcion MADS BOX
Factor de transcripcion MADS BOX
Factor de transcripcion MADS BOX
Factor de transcripcion MADS BOX
Factor de transcripcion MADS BOX
Palmitoil ACP tioestersa

Beta Ketoacil ACP Sintasa Il

Glutelin
ATP sintasa subunidad beta
Acido graso omega-3 desaturasa
Holocarboxilasa sintetasa Il
Beta Ketoacil ACP Sintasa Ill
Acyl CoA dehidrogenasa

Piruvato Deshidrogenasa Beta(PDHB)

Proteina multifuncional MFP-a glioxisomal Beta
oxidacion de acidos grasos
Proteina acil ACP desaturasa LOC100252677
Proteina acil ACP desaturasa, cloroplasto
Proteina acil ACP desaturasa, cloroplasto
Proteina acil ACP desaturasa, cloroplasto

Acyl CoA sintetasa

UDP-L-rhamnose synthase
Triacilglicerol lipasa

Plastidioial piruvato kinasa 2

Plastidioial piruvato kinasa 1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/731388400?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=5VC3GFHF015
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KG152

KG211
KG214
KG215
KG217
KG272
KG276
KG282

P11

P12

P20

P23

P44

P46

P60

P62

P63

P64

P65

P66

P68

P72

P74

P75
P77

Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos

Metabolismo de lipidos

FW
POP, PO, FN,
FW
PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP

PO,POP
PO,POP
PO,POP

\Y

\
PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP

PO,POP
PO,POP

Arabidopsis thaliana

Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis

Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Oryza sativa
Populues trichocarpa
Elaeis guineensis
Vanilla planifolia
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Elaeis guineensis
Sorghum bicolor
Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

NM_120309

XM_010926998
XM_010924626
XM_010924633
JN003473
XM_010926998
XM_010910815
XM_010928444.1

HC302343
HB775649
HB785098
HB701773
E38843
BD082755
IN944357
XM_002317612
AY550991
AY550991
JX438716
AY305853
EU284941
AF466201
NM_001054680

NM_001062403
AL606620

2007
NCBI-Nucleétidos; Holman TJ y col.,
2009
Dussert S. y col.2013
Dussert S. y col.2013
Dussert S. y col.2013
Dussert S. y col.2013
NCBI- Nucleétidos
NCBI- Nucleétidos
NCBI- Nucleétidos
Patente W02009153208 (Sanz
Molinero A.l. y col.2009)
EP2090662 (A2) (Puzio Piotry col.
2009)

EP2090662 (A2) (Puzio Piotry col.
2009)

EP2090662 (A2) (Puzio Piotry col.
2009)

JP2000270868 (A) (Murase M. y col.,

2000)

JP2001314189 (A) (Murase M. y col.

2001)
US20130066088 (A) (Ooi Eng KT y
col. 2013)
US20130066088 (A) (Ooi Eng KTy
col. 2013)
US20130066088 (A) (Ooi Eng KT y
col. 2013)
US20130066088 (A) (Ooi Eng KT y
col. 2013)
US20130066088 (A) (Ooi Eng KT y
col. 2013)
US20130066088 (A) (Ooi Eng KT y
col. 2013)
US20130066088 (A) (Ooi Eng KT y
col. 2013)
US20130066088 (A) (Ooi Eng KT y
col. 2013)
US20130066088 (A) (Ooi Eng KT y
col. 2013)
US20130066088 (A) (Ooi Eng KT y
col. 2013)
US20130066088 (A) (Ooi Eng KT y

Proteolisis 6

Palmitoil-ACP- tioesterasa
Factor de transcripcion WRI1 sensible a etileno
Factor de transcripcion WRI2 sensible a etileno
Fosfolipido: diacilglicerol aciltransfersa (PDAT)
Palmitoil ACP tioesterasa
Piruvato kinasa
Oleoil-ACP- tioesterasa

Palmitoil ACP tioesterasa
Beta ketoacil acp sinthasa Il
Beta ketoacil acp sinthasa Il

Esteroil-ACP- desaturasa

Acido Delta 12 desaturasa(fad 2)

Oleoil ACP tioesterasa

metil tetrahidro terol-5- tri glutamato homocisteina
metil transferasa

Actina 6
Actina E
acido cafeico O-metiltransferasa
Catalasa 2
Proteina Fibrilina
Frructosa- bifosfato aldolasa
Proteina Metionina Sintasa
Proteina asociada a lipido

Desconocido

Proteina Shock Térmico
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P78

P79

P84

P86

KG118

KG82
KG290

Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo de lipidos
Metabolismo secundario

Desarrollo de fruto

Produccion de aceite

PO,POP Vitis vinifera
PO,POP Elaeis guineensis
PO,POP Elaeis guineensis
PO,POP Elaeis guineensis
OTROS Jatropha curcas
BW,BF’\lfl,, FW V. vinifera
PO, POP Elaeis guineensis

col. 2013)
XM_002266561 U52013006i(;2|382(0A1)3()00| Eng KTy Proteina 1 complejo alfa asociado a polipeptido
EU284905 RIS R E S Transportadorador de proteinas
col. 2013)
EU284829 1520130066088 (A) (Ooi Eng KTy Proteina ribosémica L10
col. 2013)
EU284955 RPN Sy Ol B a7y Lipocalina inducida por la temperatura
col. 2013)
JC000059 NCBI- Nucleotlligss; FoidIN.y col. Serina Carboxipeptidasa
XM_002272524 NCBI-NucIeotlggs;;oBotter 7 indole-3-acetic acid amido synthetase activity

AY182168

NCBI- Nucleétidos opscl12 protein disulphide isomerase

Tabla 5.2: Homologias de las secuencias de origen mediante Blastx en Elaeis guineensis y su anotacion GO.

NOMBRE CARACTER BLASTX E-VALOR ANOTACION GO
KG275 POP, PO XP_010934129.1 16 kDaOleosin 4ff7E- C:Membrana; C:Intracelular
Bn. FFB 3 00E- C:Nucleo; F:Union ADN; F:Actividad factor de transcripcion, unidn de secuencias especificas de ADN; F:Unidn de
P4 Fl\ll FWI NP_001290521.1 factor de transcripcion MADS-box 14 ,138 proteinas; P:Desarrollo floral; P:Diferenciacion celular; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto
! por una nucleobase
P39 OTROS ABB72845.1 NAC protein 1 0,00E+00 C:Nucleo; F:Unién ADN; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
P58 OTROS XP_010921345.1 Peroxirredoxin 1-Cys 3,00E- C:Nucleo; P:Respuesta a estimulos abidticos; F:Acrt|V|dad catalltlc.a'; P:Desarrollo post-embrionario; P:Respuesta
136 a estrés; P:Reproduccién
KG269 OTROS XP_010922868.1 Proteina 68 contiene dominio NAC 0,00E+00 C:Nucleo; F:Unién ADN; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
XP_010917338.1 PREDICTED: uncharacterized protein P:Proceso Metabolismo de Lipidos; F:Actividad Hidrolasa//P:Proceso Metabolismo de Lipidos; F:Actividad
KG210 0,00E+00 .
LOC105041961 Hidrolasa
KG212 POP,PO XP_010915014.1 Proteina Palmitoil-ACP-tioesterasa 0,00E+00 P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; C:Plastidio; P:Proceso celular; F:Actividad Hidrolasa
KG213 POP,PO XP_010925110.1 Proteina Palmitoil-ACP-tioesterasa 0,00E+00 P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; P:Proceso celular; F:Actividad Hidrolasa
P:Proceso metabdlico secundario; P:Proceso catabdlico; P:Desarrollo de organismos multicelulares; P:Proceso
KG274 FW,EN XP_010926267.1 Lipoil sintasa, mitocondria 0,00E+00 de moc.illflcauon de protemasi §e|ularess; P:Morfogenésis de la estructu.ra anatqmlca; P:Proceso biosintético;
F:Uniodn; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase; C:Mitocondria; C:Membrana; P:Proceso
Metabolismo de Lipidos; P:Diferenciacion celular; F:Actividad Transferasa
P:Respuesta a estimulos extracelulares; P:Proceso catabélico; P:Desarrollo post-embrionario; P:Proceso de
, L. - . modificacion de proteinas celularess; P:Morfogenésis de la estructura anatémica; P:Proceso biosintético;
KG153 FW,FN XP_010942026.1 Proteina de union nuclectido guanina 0,00E+00 F:Unién de Nucledtidos; P:Respuesta a estimulos bidticos; P:Respuesta a estimulos abidticos; P:Muerte celular;

subunidad BETA

C:Reticulo endoplasmatico; F:Actividad transductora de la sefial; P:Proceso metabdlico compuesto por una
nucleobase; P:Transportador; C:Intracelular; C:Membrana plasmatica; P:Respuesta a estrés; P:Proceso de
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KG154

KG155

KG242

KG244

KG252

KG253

KG254

KG270

KG271
KG288

KG114

KG87

KG113
KG106
KG107

KG108

KG278
KG115
KG117

FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN
FW,FN

FW,FN

OTROS

OTROS
OTROS
OTROS

OTROS

OTROS
OTROS
OTROS

XP_010910305.1 Homdlogo a DDB1 y CUL4 factor
asociado 1

XP_010937674.1 PROTEINA BAJA CALIDAD: complejo
elongador 1

XP_010921598.1 PREDICTED: ethylene receptor-like
isoform X3

XP_010931693.1 PREDICTED: ethylene receptor-like

XP_010913671.1 AP2 Factor de transcripcidn sensible a
etileno AILS

XP_010911149.1 AP2 Factor de transcripcion sensible a
etileno ANT

XP_010913038.1 PREDICTED:Factor de transcripcion
sensible a etileno ESR2

XP_010934580.1 Posible fofogluconolactonasa-6 4
XP_010931211.1 Factor de transcripcion MYB75

XP_010922188.1 Zerumbone sintasa

XP_010918863.1 Posible Indol-3- piruvato monooxigenasa
YUCCAS
XP_010939830.1 Peptidil-propil cis-trans-isomerasa NIMA-
4
YP_006073132.1 Proteina N fotosistema Il
YP_006073121.1 Subunidad alfa citocromo b559
fotosistema Il (cloroplasto)
YP_006073112.1 Ribulosa bifosfato carboxilasa
(cloroplasto)
XP_010918840.1 Subunidad IV B centro de reaccion
Fotosistema |, cloroplasto
XP_010911246.1 Enzima de procesamiento vacuolar

XP_010914501.1 Receptor de etileno

0,00E+00

0,00E+00

1,00E-57

3,00E-59

0,00E+00

0,00E+00

3,00E-94

0,00E+00
2,00E-95

3,00E-62

4,00E-
122

3,00E-42
7,00E-24
3,00E-53

0,00E+00

1,00E-40
4,00E-59
5,00E-61

metabolismo de carbohidratos; F:Unidn de proteinas; P:Respuesta a estimulos endégenos; P:Organizacion de
componentes celulares; F:Actividad Hidrolasa
P:Desarrollo embrién; P:Transduccion de sefiales; P:Proceso de modificacion de proteinas celularess;
P:Morfogenésis de la estructura anatdmica; P:Ciclo celular; P:Respuesta a estrés; F:Unién de Nucleétidos;
C:Nucleo; P:Respuesta a estimulos abidticos; F:Union de proteinas; P:Desarrollo floral; P:Organizacion de
componentes celulares; P:Diferenciacién celular
P:Transduccidn de sefiales; P:Desarrollo post-embrionario; P:Morfogenésis de la estructura anatémica;
P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico ADN; P:Respuesta a estrés; P:Reproduccidn; P:Crecimiento;
C:Nucleo; P:Respuesta a estimulos enddégenos; P:Diferenciacion celular; C:Citosol; F:Actividad Transferasa
C:Citoplasma; C:Membrana; P:Respuesta a estimulos endégenos; P:Proceso de modificacién de proteinas
celularess; C:Reticulo endoplasmatico; F:Actividad receptora; F:Unidn; F:Actividad Kinasa; F:Actividad
transductora de la sefial
C:Citoplasma; C:Membrana; P:Respuesta a estimulos enddgenos; P:Proceso de modificacién de proteinas
celularess; C:Reticulo endoplasmatico; F:Actividad receptora; F:Unidn; F:Actividad Kinasa; F:Actividad
transductora de la sefial
C:Nucleo; F:Unidn ADN; F:Actividad factor de transcripcidn, unién de secuencias especificas de ADN;
P:Desarrollo post-embrionario; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
P:Regulacion de la transcripcién, muestra de ADN; P:Transcripcion, muestra de ADN; P:Desarrollo de organismos
multicelulares; C:Nucleo; F:Actividad factor de transcripcién, unién de secuencias especificas de ADN; F:Union
ADN; F:Actividad [NAD(P)] 2 alquenal reductasa ; P:Proceso 6xido-reduccién; F:Actividad oxidoreductasa
P:Desarrollo embridn; C:Nucleo; F:Unién ADN; F:Actividad factor de transcripcion, unién de secuencias
especificas de ADN; P:Desarrollo post-embrionario; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto
por una nucleobase; P:Ciclo celular
P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase; C:Plastidio;
F:Actividad Hidrolasa
F:Unién ADN
F:Unidn de 4cidos nucléicos; P:Integracion ADN
P:Proceso metabdlico secundario; P:Respuesta a estimulos abiéticos; P:Transduccion de sefiales; P:Proceso
Metabolismo de Lipidos; C:Citosol; P:Proceso biosintético; F:Actividad Transferasa; P:Respuesta a estrés

F:Unién de Nucleétidos; F:Actividad catalitica

F:Actividad catalitica; P:Proceso de modificacion de proteinas celularess

C:Membrana; P:Fotosintesis; C:Plastidio; C:Tilacoide
P:Generacidn de metabolitos precursores y energia; C:Membrana; P:Fotosintesis; F:Union; C:Plastidio;
C:Tilacoide
P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; F:Actividad catalitica; P:Fotosintesis; P:Proceso biosintético;
F:Unidn; C:Plastidio

C:Membrana; P:Fotosintesis; C:Plastidio; C:Tilacoide

P:Proceso metabdlico de proteinas; F:Actividad Hidrolasa
P:Desarrollo post-embrionario; P:Proceso de modificacion de proteinas celularess; C:Reticulo endoplasmatico;
P:Proceso biosintético; F:Actividad receptora; F:Actividad transductora de la sefial; P:Respuesta a estrés;
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KG101

KG102

KG103
KG105

KG156

KG157

KG159

KG160

KG233

KG234
KG245

KG246
KG247
KG248

KG249

KG250
KG251

OTROS

OTROS

OTROS
OTROS

HI

HI

HI

HI

HI

HI
HI

HI
HI
HI

HI

HI
HI

YP_006073092.1 ATP sintasa CFO subunidad IV
(cloroplasto)
YP_006073110.1 ATP sintasa CF1 subunidad epsilon
(cloroplasto)
YP_006073091.1 ATP sintasa CFO subunidad IlI
(cloroplasto)
YP_006073133.1 Fosfoproteina fotosistema Il

XP_010940324.1delta(24)-esterol reductasa

XP_010921202.1 Proteina ribosémica L10 60S

XP_010924059.1 Probable Amido sintetasa de acido
indol-3-acético GH3.5

XP_010929776.1 Homologo a componente SNF12
Complejo SWI/SNF

XP_010940408.1 Proteina tallo especifica TSIT1

XP_010907279.1 PREDICTED: EIN3-Unién F-box protein 1-
like
XP_010917603.1 PREDICTED: auxin-induced protein 22D-
like
AEQ94168.1 ubiquitin-protein ligase 3 HECT domain
XP_010922067.1 PREDICTED: probable auxin efflux carrier
component 1b

XP_010938861.1 PREDICTED: gibberellin receptor GID1C-
like

XP_010932634.1 PREDICTED: probable auxin efflux carrier
component 1c isoform X1
XP_010942800.1 estrigolactona esterasa DAD2

2,00E-
150

2,00E-79

3,00E-34
2,00E-44

0,00E+00

2,00E-
141

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

3,00E-
108

8,00E-50
5,00E-77
7,00E-71

1,00E-64

2,00E-65
1,00E-

F:Unidn de Nucledtidos; P:Respuesta a estimulos bidticos; P:Respuesta a estimulos abidticos; F:Unién de
proteinas; P:Respuesta a estimulos externos; C:Citoplasma; C:Membrana; P:Respuesta a estimulos enddégenos;
P:Organizacion de componentes celulares; F:Actividad Kinasa
P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase; C:Membrana plasmatica;
C:Plastidio; F:Actividad Transportadoradora; C:Tilacoide; F:Actividad Hidrolasa
F:Unidn de Nucleétidos; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase;
C:Membrana plasmatica; C:Plastidio; F:Actividad Transportadoradora; C:Tilacoide; F:Actividad Hidrolasa
C:Membrana; F:Union de lipidos; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase;
C:Plastidio; F:Actividad Transportadoradora; C:Tilacoide
C:Membrana; P:Fotosintesis; F:Unidn; C:Plastidio; C:Tilacoide
P:Proceso metabdlico secundario; P:Proceso catabdlico; P:Morfogenésis de la estructura anatémica; P:Proceso
biosintético; C:Vacuola; C:Membrana plasmdtica; F:Unién de Nucleétidos; C:Nucleo; P:Proceso de metabolismo
de carbohidratos; P:Respuesta a estimulos abidticos; F:Unidn de proteinas; P:Respuesta a estimulos externos;
F:Actividad catalitica; P:Desarrollo floral; P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Organizacion de componentes
celulares; P:Diferenciacion celular; P:Crecimiento celular
F:Actividad molecular estructural; C:Aparato de Golgi; C:Nucleolo; C:Ribosoma; C:Vacuola; P:Proceso metabdlico
compuesto por una nucleobase; C:Plastidio; P:Translacidn; P:Respuesta a estimulos abidticos; F:Unién de
proteinas; F:RNA Unién; C:Membrana; P:Organizacién de componentes celulares; C:Citosol
P:Respuesta a estimulos bidticos; P:Respuesta a estimulos abidticos; P:Respuesta a estimulos externos;
F:Actividad catalitica; P:Transduccion de sefiales; P:Respuesta a estimulos enddgenos; C:Plastidio; P:Respuesta a
estrés
P:Proceso catabdlico; F:Actividad molecular estructural; C:Aparato de Golgi; P:Proceso metabdlico ADN;
C:Vacuola; P:Transportador; C:Membrana plasmatica; P:Respuesta a estrés; C:Nucleo; P:Respuesta a estimulos
abidticos; F:Unidn de proteinas; P:Desarrollo floral; C:Citosol
C:Nucleo; P:Respuesta a estimulos bidticos; P:Respuesta a estimulos abidticos; P:Respuesta a estimulos
externos; P:Transduccién de sefiales; P:Proceso metabdlico; C:Citosol; C:Membrana plasmatica; P:Respuesta a
estrés

C:Nucleo; P:Transduccion de sefiales; P:Respuesta a estimulos endégenos; P:Proceso biosintético; P:Proceso
metabdlico compuesto por una nucleobase
F:Actividad catalitica

C:Componente integral de membrana; P:Transportador transmembrana

P:Transduccidn de sefiales; P:Proceso de modificacion de proteinas celularess; P:Morfogenésis de la estructura
anatdmica; P:Proceso biosintético; P:Transportador; C:Intracelular; P:Respuesta a estrés; P:Respuesta a
estimulos bidticos; P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; P:Respuesta a estimulos abidticos; P:Muerte
celular; P:Respuesta a estimulos externos; P:Desarrollo floral; P:Respuesta a estimulos endégenos;
P:Organizacidon de componentes celulares; F:Actividad Hidrolasa

C:Membrana; P:Transportador; P:Proceso celular

P:Proceso metabdlico secundario; C:Citoplasma; P:Desarrollo de organismos multicelulares; P:Proceso
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KG286
KG289

P13

KG64

KG69

KG70

KG75

KG78

KG80

KG81

KG243

HI
HI

HI

HI

HI

HI

HI

HI

HI

HI

OTROS

XP_010926472.1 Proteina SLR1 DELLA
XP_010925034.1 &cido carboxilico-1-aminociclopropano 1
oxidasa

XP_010938052.1Proteina ribosémica 60S L10

XP_010909244.1 Posible auxina portadora de componente
de flujo 1c

XP_010936898.1 Proteina serina/treonina kinasa BRI1

AIC09100.1 Proteina Kinasa receptora de regiones ricas en
leucina

XP_010904836.1 Receptor Giberelina GIDC

XP_010921594.1 Receptor etileno probable

XP_010918767.1 Posible Proteina EIN-4

XP_010933099.1 Proteina EIN-4

XP_010909152.1 PREDICTED: coronatine-insensitive
protein 1

137

0,00E+00
0,00E+00

1,00E-
167

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

2,00E-
173

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

Metabolismo de Lipidos; P:Morfogenésis de la estructura anatémica; P:Proceso biosintético; P:Transportador;
P:Respuesta a estrés; P:Proceso celular; F:Actividad Hidrolasa
C:Nucleo; F:Unidn de proteinas; C:Plastidio; P:Proceso celular

F:Actividad catalitica; F:Union

F:Actividad molecular estructural; C:Ribosoma; P:Translacion

P:Desarrollo embrion; P:Morfogenésis de la estructura anatémica; P:Proceso biosintético; F:Actividad
Transportadoradora; P:Respuesta a estimulos bidticos; P:tropism; P:Respuesta a estimulos abidticos;
P:Desarrollo floral; P:Transduccién de sefiales; C:Reticulo endoplasmatico; P:Proceso metabdlico compuesto por
una nucleobase; C:Membrana plasmatica; F:Unidn de proteinas; C:Pared celular; P:Respuesta a estimulos
endégenos; P:Organizacion de componentes celulares
P:Proceso de modificacion de proteinas celularess; F:Union de lipidos; P:Morfogenésis de la estructura
anatoémica; P:Proceso biosintético; F:Union de Nucledtidos; P:Respuesta a estimulos biéticos; P:Respuesta a
estimulos abidticos; C:Endosoma; P:Respuesta a estimulos externos; P:Muerte celular; P:Desarrollo floral;
F:Actividad receptora; F:Actividad transductora de la sefial; C:Membrana plasmatica; P:Respuesta a estrés;
P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; F:Unidn de proteinas; P:Respuesta a estimulos endégenos;
P:Organizacidon de componentes celulares; P:Diferenciacion celular; F:Actividad Kinasa; P:Crecimiento celular
P:Proceso de modificacidn de proteinas celularess; F:Actividad receptora; F:Actividad transductora de la sefial;
F:Uniodn de receptores; P:Transportador; C:Membrana plasmatica; P:Respuesta a estrés; F:Union de
Nucleoétidos; P:Respuesta a estimulos bidticos; C:Endosoma; P:Respuesta a estimulos externos; P:Muerte
celular; P:Respuesta a estimulos endégenos; P:Organizacion de componentes celulares; F:Actividad Kinasa;
P:Crecimiento celular
P:Transduccién de sefiales; P:Proceso de modificacion de proteinas celularess; P:Morfogenésis de la estructura
anatémica; P:Proceso biosintético; P:Transportador; C:Intracelular; P:Respuesta a estrés; P:Respuesta a
estimulos bidticos; P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; P:Respuesta a estimulos abiéticos; P:Muerte
celular; P:Respuesta a estimulos externos; P:Desarrollo floral; P:Respuesta a estimulos enddgenos;
P:Organizacion de componentes celulares; F:Actividad Hidrolasa
P:Desarrollo post-embrionario; P:Proceso de modificacién de proteinas celularess; C:Reticulo endoplasmatico;
P:Proceso biosintético; F:Actividad receptora; F:Actividad transductora de la sefial; P:Respuesta a estrés;
F:Unién de Nucledtidos; P:Respuesta a estimulos bidticos; P:Respuesta a estimulos abidticos; F:Union de
proteinas; P:Respuesta a estimulos externos; C:Citoplasma; C:Membrana; P:Respuesta a estimulos endégenos;
P:Organizacidn de componentes celulares; F:Actividad Kinasa
F:Unidn de Nucledtidos; C:Citoplasma; C:Membrana; P:Respuesta a estimulos enddgenos; P:Proceso de
modificacion de proteinas celularess; C:Reticulo endoplasmatico; F:Actividad receptora; F:Actividad Kinasa;
F:Actividad transductora de la sefial; P:Respuesta a estrés
P:Proceso de modificacidn de proteinas celularess; C:Reticulo endoplasmatico; P:Proceso biosintético;
F:Actividad receptora; F:Actividad transductora de la sefial; P:Proceso metabdlico compuesto por una
nucleobase; F:Unién de Nucledtidos; F:Unidn de proteinas; C:Citoplasma; C:Membrana; P:Respuesta a estimulos
endogenos; F:Actividad Kinasa
P:Respuesta a estimulos bidticos; P:Proceso metabdlico de proteinas; P:Respuesta a estimulos abidticos;
P:Respuesta a estimulos externos; P:Transduccion de sefales; P:Desarrollo floral; P:Proceso catabdlico;
P:Respuesta a estimulos enddgenos; P:Respuesta a estrés
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KG268

KG119

KG120

KG121

KG122

KG123

KG124

KG125

KG126

KG127

KG128

KG24
KG27
KG29

KG31
KG35
KG38

KG39

KG47
KG57

FW,FN

FW,FN

FW,SH

FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN

FW,FN

POP,PO
POP,PO
PO, BW

POP,PO
PO, IV
PO

PO, IV

PO, IV
FW, PO

XP_010913017.1 Homdlogo a proteina AGL9 MADS-box
agamous

CAE46185.1 Factor de transcripcion MADS-box AP1

CAE46181.1 Factor de transcripcion MADS-box AGAMOUS
[Elaeis guineensis]

AAW66885.1 Factor de transcripcion MADS BOX

NP_001290512.1 Factor de transcripcion MADS-box 16
XP_010905324.1 Factor de transcripcion MADS-box 2
XP_010915441.1 Factor de transcripcion MADS-box 3

AAQO03223.1Factor de transcripcion MADS BOX

XP_010917559.1 Proteina homdloga AGL-9 AGAMOUS
MADS-Box

CAE46188.1 Factor de transcripcion MADS-Box AGL2

NP_001290521.1 Factor de transcripcion MADS-box 14

XP_010915014.1 Proteina Palmitoil-acil tioesterasa
XP_010932373.1 3-oxoacyl-[ACP] sintasa Il
AAF69015.1 glutelin

YP_006073111.1 ATP sintasa CF1 subunidad beta
XP_010920844.1 Acido graso omega 3 desaturasa
NP_001291356.1 proteina no caracteriza LOC105049617

AAD33904.1 ketoacyl sintasa Ill

XP_010941056.1 PREDICTED: peroxisomal acil-coenzima A
oxidasa 1
AEW31333.1 Proteina Plastidioio Piruvato deshidrogenasa

2,00E-
172

2,00E-
130

2,00E-30

1,00E-
162

2,00E-
155
4,00E-
131
1,00E-
174
3,00E-
142
2,00E-
173
1,00E-
142

4,00E-
131

0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00
1,00E-
150
2,00E-
131
3,00E-
149
0,00E+00

C:Nucleo; F:Union ADN; F:Actividad factor de transcripcion, unidn de secuencias especificas de ADN; F:Unidn de
proteinas; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
C:Ndcleo; F:Unién ADN; F:Actividad factor de transcripcion, unidn de secuencias especificas de ADN; F:Unidn de
proteinas; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
P:Morfogenésis de la estructura anatdmica; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una
nucleobase; P:Transportador; P:Polinizacién; F:Unién de Nucleétidos; C:Nucleo; F:Unién ADN; P:Respuesta a
estimulos bidticos; F:Actividad factor de transcripcidn, union de secuencias especificas de ADN; F:Unidn de
proteinas; P:Respuesta a estimulos externos; P:Desarrollo floral; P:Organizacién de componentes celulares;
P:Diferenciacion celular; P:Crecimiento celular; F:Actividad Hidrolasa
P:Proceso de modificacion de proteinas celularess; P:Morfogenésis de la estructura anatémica; P:Respuesta a
estimulos bidticos; F:Actividad factor de transcripcidn, union de secuencias especificas de ADN; P:Respuesta a
estimulos abidticos; P:Respuesta a estimulos externos; P:Muerte celular; P:Desarrollo floral; P:Transduccién de
sefiales; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase; P:Transportador; P:Ciclo celular; P:Respuesta a
estrés; P:Translacién; C:Nucleo; F:Unién ADN; F:Actividad reguladora de la translacidn; F:Unidn de proteinas;
P:Respuesta a estimulos endégenos; P:Organizacion de componentes celulares
C:Nucleo; F:Union ADN; F:Actividad factor de transcripcion, unidn de secuencias especificas de ADN; F:Unidn de
proteinas; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
C:Nucleo; F:Unidn ADN; F:Actividad factor de transcripcidn, union de secuencias especificas de ADN; F:Unién de
proteinas; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
C:Nucleo; F:Union ADN; F:Actividad factor de transcripcion, unidn de secuencias especificas de ADN; F:Unidn de
proteinas; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
C:Nucleo; F:Unién ADN; F:Actividad factor de transcripcion, unidn de secuencias especificas de ADN; F:Unidn de
proteinas; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
C:Nucleo; F:Union ADN; F:Actividad factor de transcripcion, unidn de secuencias especificas de ADN; F:Unidon de
proteinas; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
C:Nucleo; F:Unién ADN; F:Actividad factor de transcripcion, unién de secuencias especificas de ADN; F:Unidn de
proteinas; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
C:Nucleo; F:Union ADN; F:Actividad factor de transcripcion, unidn de secuencias especificas de ADN; F:Unidn de
proteinas; P:Desarrollo floral; P:Diferenciacién celular; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto
por una nucleobase
P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; P:Proceso celular; F:Actividad Hidrolasa
P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; F:Actividad Transferasa; P:Proceso celular
F:Funcién Molecular
F:Unién de Nucledtidos; C:Membrana; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una
nucleobase; C:Plastidio; F:Actividad Transportadoradora; C:Tilacoide; F:Actividad Hidrolasa
F:Actividad catalitica; P:Proceso Metabolismo de Lipidos
P:Respuesta a estimulos abidticos; P:Desarrollo de organismos multicelulares; P:Proceso Metabolismo de
Lipidos; P:Proceso biosintético; F:Actividad Transferasa; C:Plastidio; P:Proceso celular; P:Respuesta a estrés
P:Respuesta a estimulos abidticos; P:Desarrollo de organismos multicelulares; P:Proceso Metabolismo de
Lipidos; P:Proceso biosintético; F:Actividad Transferasa; C:Plastidio; P:Proceso celular; P:Respuesta a estrés
F:Unién de Nucleédtidos; C:Peroxisoma; F:Actividad catalitica; P:Proceso catabdlico; P:Proceso Metabolismo de
Lipidos; P:Proceso celular
F:Actividad catalitica
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KG92

KG93

KG94

KG95

KG96
KG109

KG148

KG149

KG150

KG151

KG152

KG211

KG214

KG215

KG217
KG272
KG276
KG282

PO,POP

PO,POP

POP, PO,
FN, FW

POP, PO,
FN, FW

PO,POP

PO,POP

PO,POP

PO,POP
PO,POP
PO,POP
PO,POP

Beta E1

XP_010931678.1 Proteina multifuncional MFP-a
glioxisomal Beta oxidacion de acidos grasos

XP_010927705.1 Proteina acil-(ACP)-
desaturasa,cloroplasto
XP_010926734.1PROTEfNA BAJA CALIDAD: acil-(ACP) -
desaturasa, cloroplasto
XP_010929790.1 Proteina acil-(ACP) desaturasa 5,
cloroplasto
XP_010927705.1 Proteina acil-(ACP)-
desaturasa,cloroplasto
XP_010924575.1 malonato--CoA ligasa
XP_010915435.1 PREDICTED: trifunctional UDP-glucose
4,6-dehydratase/UDP-4-keto-6-deoxy-D-glucose 3,5-
epimerase/UDP-4-keto-L-rhamnose-reductase RHM1

XP_010922190.1 triacilglicerol lipasa SDP1

XP_010924790.1 Plastidioial piruvato kinasa 2

XP_010923501.1 Isozima A Piruvato kinasa

XP_010937621.1 Proteina no caracterizada LOC105056937
isoform X1

XP_010925300.1 Proteina Palmitoil-ACP-tioesterasa
XP_010922928.1 Factor de transcripciéon WRI1 sensible a
etileno
XP_010922935.1 Factor de transcripcion WRI1 sensible a
etileno

AEQ94116.1 Aciltransferasa fosfolipido- diacilglicerol
Putativa
XP_010925300.1 Palmitoil ACP tioesterasa

XP_010909117.1Piruvato kinasa,isozima citosdlico

XP_010926746.1 Oleoil-ACP-tioesterasa, cloroplasto

1,00E-
110

1,00E-
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2,00E-45

2,00E-
103
8,00E-
107
4,00E-54

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00
0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

2,00E-
115
0,00E+00

0,00E+00
0,00E+00

P:Proceso metabdlico secundario; P:Proceso metabdlico de proteinas; F:Actividad catalitica; P:Proceso
catabdlico; C:Pared celular; P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Organizacién de componentes celulares;
C:Nucleolo; P:Respuesta a estrés

F:Actividad catalitica; P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; C:Plastidio; P:Proceso celular

F:Actividad catalitica; P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; F:Unidn; C:Plastidio; P:Proceso
celular

F:Actividad catalitica; P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; C:Plastidio; P:Proceso celular

F:Actividad catalitica; P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; F:Unidn; C:Plastidio; P:Proceso
celular
C:Nducleo; F:Actividad catalitica; P:Proceso catabdlico; C:Membrana; C:Citosol; P:Proceso celular

P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; F:Actividad catalitica; P:Desarrollo post-embrionario; C:Citosol;
P:Proceso biosintético; F:Unidn; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase; C:Plastidio

P:Proceso catabdlico; F:Actividad receptora; F:Actividad transductora de la sefial; C:Intracelular; F:Actividad
Transportadoradora; P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; C:Membrana; P:Proceso Metabolismo de
Lipidos; P:Organizacion de componentes celulares; F:Actividad Hidrolasa
P:Generacién de metabolitos precursores y energia; P:Proceso catabdlico; P:Desarrollo post-embrionario;
P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase; C:Plastidio; P:Reproduccion;
F:Unién de Nucleédtidos; P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; C:Mitocondria; P:Proceso Metabolismo de
Lipidos; C:Citosol; F:Actividad Kinasa
P:Generacion de metabolitos precursores y energia; P:Proceso catabdlico; P:Desarrollo post-embrionario;
P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase; C:Plastidio; P:Reproduccion;
F:Unién de Nucledtidos; P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; P:Proceso Metabolismo de Lipidos;
C:Citosol; F:Actividad Kinasa; P:Crecimiento celular
P:Proceso catabdlico; P:Desarrollo post-embrionario; P:Proceso de modificacién de proteinas celularess;
P:Proceso biosintético; F:Unidon; C:Nucleo; C:Citoplasma; P:Respuesta a estimulos endégenos; P:Proceso
Metabolismo de Lipidos; F:Actividad Transferasa
P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; C:Plastidio; P:Proceso celular; F:Actividad Hidrolasa
C:Nucleo; F:Unién ADN; F:Actividad factor de transcripcion, unién de secuencias especificas de ADN;
P:Desarrollo de organismos multicelulares; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una
nucleobase
C:Nucleo; F:Unidn ADN; F:Actividad factor de transcripcidn, unién de secuencias especificas de ADN;
P:Desarrollo de organismos multicelulares; P:Proceso biosintético; P:Proceso metabdlico compuesto por una
nucleobase

P:Proceso Metabolismo de Lipidos; C:Reticulo endoplasmatico; F:Actividad Transferasa; C:Vacuola

P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; C:Plastidio; P:Proceso celular; F:Actividad Hidrolasa
P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; P:Generacién de metabolitos precursores y energia; P:Proceso
catabdlico; F:Union; F:Actividad Kinasa; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
C:Mitocondria; P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; P:Proceso celular; F:Actividad
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P11
P12
P20

P23

P44

P46

P60

P62
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P64

P65
P66
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P72
P74
P75

P77

P78

P79
P84

P86
KG118

KG82

KG290

PO,POP
PO,POP
PO,POP
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\Y

PO,POP

PO,POP

PO,POP
PO,POP

PO,POP

PO,POP
PO,POP
PO,POP

PO,POP
PO,POP
PO,POP

PO,POP

PO,POP

PO,POP
PO,POP

PO,POP
OTROS

BN,
BW,FN,FW

PO, POP

AAD42220.2 Proteina palmitoil ACP tioesterasa
AAF26738.2 beta-ketoacil-ACP sintasa Il
AAF26738.2 beta-ketoacyl-ACP sintasa Il

AAB41041.1 Esteroil-Acp-desaturasa

XP_010928433.1 omega-6 acido graso desaturasa,
isozima 2 reticulo endoplasmatico

XP_010926746.1 oleoil-ACP tioesterasa, cloroplastica

XP_010908721.1 metiltetrahidroterol-5 triglutamato
metiltransferasa homocisteina
XP_010930993.1Actina-101
XP_010911969.1 Actina 3
XP_010934914.1 PREDICTED: 3-acido cafeico O-
metiltransferasa

XP_010934843.1 isozima Catalasa 2

AAP74338.1 Proteina Fibrilina
XP_010927580.1 Fructosa-bifosfato aldolasa isozima
citoplasmatico
XP_010908721.1 Homocisteina metiltransferasa 1, 5-
metiltetrahidropteoiltriglutamato

XP_010937482.1 Proteina no caracterizada LOC105056845

XP_010922826.1 Fosfoglicerato mutasa 2,3 -
difosfoglicerato - independient

XP_010934626.1Proteina Shock térmcio 83

XP_010921860.1 proteina naciente -alfa como subunidad

complejo polipéptido - 1 asociado
XP_010938541.1 Coatomero subunidad epsilon-1
XP_010941551.1Proteina PO acida ribosémica 60S

XP_010929132.1 Apolipoproteina D
XP_010918615.1 Serina carboxipeptidasa

XP_010924059.1 PREDICTED: probable indole-3-acetic
acid-amido synthetase GH3.5

AA026314.1 protein disulphide isomerase, partial
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0,00E+00
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0,00E+00

0,00E+00
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0,00E+00
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0,00E+00

4,00E-95

0,00E+00
0,00E+00
1,00E-
129
3,00E-76

3,00E-
139

0,00E+00

Hidrolasa
P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; C:Plastidio; P:Proceso celular; F:Actividad Hidrolasa
P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; F:Actividad Transferasa; P:Proceso celular
P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; F:Actividad Transferasa; P:Proceso celular
F:Actividad catalitica; P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; F:Unidn; C:Plastidio; P:Proceso
celular

F:Actividad catalitica; C:Membrana; P:Proceso Metabolismo de Lipidos
P:Proceso Metabolismo de Lipidos; P:Proceso biosintético; P:Proceso celular; F:Actividad Hidrolasa

C:Citosol; P:Proceso biosintético; F:Actividad Transferasa; F:Unidn; P:Proceso celular

F:Unién de Nucleétidos
F:Union de Nucledtidos
P:Proceso metabdlico secundario; F:Unién de proteinas; P:Proceso biosintético; F:Actividad Transferasa;
P:Proceso celular
C:Peroxisoma; F:Actividad catalitica; P:Proceso catabdlico; C:Mitocondria; F:Unidn; P:Respuesta a estrés;
P:Proceso celular
F:Actividad catalitica; C:Plastidio
P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; P:Generacidn de metabolitos precursores y energia; C:Citoplasma;
F:Actividad catalitica; P:Proceso catabdlico; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase

C:Citosol; P:Proceso biosintético; F:Actividad Transferasa; F:Unidn; P:Proceso celular

C:Citoplasma
P:Proceso de metabolismo de carbohidratos; P:Generacién de metabolitos precursores y energia; C:Citoplasma;
F:Actividad catalitica; P:Proceso catabdlico; F:Unidn; P:Proceso metabdlico compuesto por una nucleobase
F:Unién de Nucledtidos; P:Proceso metabdlico de proteinas; P:Respuesta a estimulos biéticos; F:Unién de
proteinas; P:Respuesta a estimulos externos; C:Citoplasma; P:Proceso celular; P:Respuesta a estrés

F:Actividad molecular estructural; P:Transportador; C:Intracelular
P:Proceso bioldgico; C:Ribosoma
P:Respuesta a estimulos abidticos; C:Mitocondria; C:Reticulo endoplasmatico; C:Aparato de Golgi; C:Vacuola;
C:Membrana plasmatica; F:Actividad Transportadoradora; P:Respuesta a estrés
P:Proceso metabdlico de proteinas; C:Citosol; C:Vacuola; F:Actividad Hidrolasa
P:Respuesta a estimulos bidticos; P:Respuesta a estimulos abidticos; P:Respuesta a estimulos externos;
F:Actividad catalitica; P:Transduccion de sefiales; P:Respuesta a estimulos enddgenos; C:Plastidio; P:Respuesta a
estrés
P:Proceso metabdlico de proteinas; P:cellular homeostasis; C:Reticulo endoplasmatico; C:Vacuola; C:Plastidio;
P:Respuesta a estrés; P:Respuesta a estimulos bidticos; P:Respuesta a estimulos abidticos; P:Respuesta a
estimulos externos; C:Membrana; F:Actividad Transferasa
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ANEXOS

Anexo 6: Cebadores de los GC secuenciados.

Tabla 6.1: Cebadores de los GC secuenciados. GC=nombre del gen candidato; ORIGEN: muestra la procedencia del GC. TDF=transcripto obtenido del experimento de cDNA-AFLP.CO-LOC=
genes candidatos co-localizados en el mapa integrado de alta densidad. GEN CONOCIDO= genes con funciones conocidas procedentes de bibliografia publicada, rutas biosintéticas y patentes;
CARACTER: muestra el caracter con el que se ha relacionado en origen. COPIAR; NOMBRE CEBADOR=nombre dado a la pareja de cebadores; CEBADOR Fw= cebador derecho o forward;
CEBADOR Rv= cebador izquierdo o reverse; TAMANO=tamafio del amplicon en pares de bases. La tabla no muestra la temperatura de fusién de cada cebador (Tm) ya que fueron sintetizados
junto con las secuencias universales UNIA el Fw y UNIB el Rv.

GC ORIGEN CARACTER NOMBRE CEBADOR CEBADOR Fw CEBADOR Rv TAMANO
CDA39 TDF HT 63 GGAATCGAGAGCTCCAAGTG GACTTCCATGACACCGTCCT 152
CDA40 TDF HT 64 CATCACCTTTTGCGGGTAGT TTCGATCAACATCTGCCATC 182
CDA76 TDF oM B100 CATTACTCCGATCCCGAAGG TGCTCTCCTGTCCTTAACTGG 157
CDA78 TDF oM B102 ACCAGGTAGCACATCCTCCA GACCGATCTCTCGTGGATTC 194
CDA34 TDF MF B57b GGACGGGTGAGTAATGCCTA GGCCTTTACCCCACCAACTA 162
CDA37 TDF MF 61 CTGCAAAAATCGTAGAAACAAA GGTCCACCGTGATCTCAAACT 152
CDA3 TDF CPO B11 AGCCTTTTGAGGTGTGGTGT CAATAGTGCCCGAAAAGACC 210
CDA4 TDF CPO B3/B12 CAAGAGTTGCCCTGGATGTT CGTGTTGCAAAAGCTGCTAC 166
CDA9 TDF CPO B25 GATGTGCATGGTCCATTTGA TGATCGAAGTACCTTTAGGATTTTT 185
CDA22 TDF FW B42 TCAGCTAATGAGGCGTGATG TAAACGGCCACCTCCACTTA 175
CDA24 TDF FW B44 TCTCTCCTTTCCACCGAAAA GAAGGGGGAGAAGAGAGGAA 157
CDA26 TDF FW B46 ACGAGGGACTGCCAGTGA ACAATCCGAACTGAGGCAAT 160
CDA31 TDF FW B54 GCTAAGCGATCTGCCGAAG GTTTTCGGGGCATTGGAT 160
CDA32 TDF FW B56 CCCCAGGTCCCTCAGAGTA GGGAGGATCTAAAGGACCCTAA 157
CDA6 TDF BW B18 CTCAAGCTATGCATCCAACG AACAGTCGGATTCCCCTTG 137
CDA15 TDF BW B33 TCCGATTCACCTTTTCAAGC CTGCCCCTATGGTACATGCT 160
CDA27 TDF BW B47 AGATTACCCGGGCCTGTC AACGAGACCTCAGCCTGCTA 199
CDA43 TDF BN 67 TGTTCATCAACAACAAATCACG TTGTTTACTGATCTCTCGAATGG 164
KG144 CO-LOC HI M23551 TACGGCATCGTTCTCATCAA TGGTGGAGTTGGAGTGTCAG 199
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KG145 Co-LoC HI M7495 CCTTTGTGCCTCTTGTACTTGG CTGCCAGATCTGCGGTGA 180
KG147 CO-LoC HI M4883 TCCTGTTCAGGCTCTGGAAT CAGGGTTGCGTGAATGGTT 183
KG12 CO-LoC \% M2200 AGGATCACCAATGCCTACAA AGCAAGTATGTTGGCACTTCA 169
KG11 Co-LoC FW M8373 CGCCCAGTATTTGGATCAGT ATTGGGCCTCTTTTGGTCTT 169
KG135 CO-LoC \% M3117 GCCTCGGATAAAACCCTAGC GATCAGATGGCTGCTGTGAA 197
KG138 CO-LoC PF M9619 GGGCTGGGACAACTGATCTA TCCGAAGGTTGGTCCACTAC 217
KG141 Co-LoC BN/BW M847 TGACCTAGTGCCACCATCAA TAGCAACCGCACCAATGTAG 217
KG142 CO-LoC BN/BW M2252 CTTGCATTGAGGCTTGTTGA AATTCTTTGTCTGGCGTTGG 196
KG143 CO-LoC BN/BW M3256 ATCCCAGCACTGATCTCACC TGTCAAGGCAACTAGGAGCA 184
KG2 Co-LoC BW mEg3275 GAAGCCTGAGACCGCATAGA TTCGGTGATGAAGATTGAAG 146
KG140 CO-LoC BW M43696 TATGATCGGGAGGGTGGTAG GGAGTGAGGATGAGGAGCTG 236
KG161*  CO-LOC SNP HI HtC1_3885 ATGGCCTCTCTTCTGTCACG ACGTTGGAGGCAAACGATAC 202
KG162* CO-LOC HI HtC1_5925 AGGATGGGCTGAGGATCAC CCTGCTCTCACAAGGCAAAT 291
KG164* CO-LOC HI HtC2_11412 AGGCAGTTCAACACCATTCC AACAAGAGAGCCTGCAAGGA 195
KG166* CO-LOC HI HtC2_7081 GGAGGTGCGACAACTTCAAT TGTGGTGACAAACTGCAGAA 230
KG167* CO-LOC HI HtC2_1255C2_411 AGGCAAACTTGGAGCACAGA TCAGAAATGTTTCCCGCATC 223
KG168* CO-LOC HI HtC2_9289 TGGAACACGATGAGACTGGA CCAAAACGGCTTTTGTCTCT 264
KG171*  CO-LOC HI HtC4_4489 ATCCTGCGACCAAATGGATA TGCACTGAATTGCATATTTCC 282
KG172*  CO-LOC HI HtC4_240 AGACCATGGCGCTAAATCAG CCTCCCCTCATCTGAAAAGA 283
KG173*  CO-LOC HI HtC7_9200 TGCAACTTTTGCTCAGGATG TGCCAATCTTTCCCTCTCAC 136
KG174*  CO-LOC HI HtC7_1247 TTTCCTTCGATCGGATTCAC CCTCGATTCCCTTCATCAAT 158
KG175* CO-LOC HI HtC8_1026C1-144 CTCTGCTGTGCTGCTCTCAC ATGCCAGAACCATTCCAGAT 277
KG176* CO-LOC HI HtC8_11217 CCTCTCCAAATCCATTGCTG GCGGCTGTATTGAAGGAGAC 259
KG177*  CO-LOC HI HtC10_11102 CCATTGATACCTAAAGCTGGAGA GGACATGACCAAGCTTGAAA 300
KG196* CO-LOC BN BnC2_10C3-629 TGAAGCAGGACATGAGTTTGA TGCAACAAAAGTCATGCAAT 300
KG197*  CO-LOC BN BnC2_1289 TAAGGTCACAGAGGCCCAAG CA CAGCAGGCTTCACA 254
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KG198* CO-LOC BN BnC3_792 GACTGGGAAAGGCATCTCTCT CGACAACCTTAACACCCACA 209
KG199*  CO-LOC BN BnC4_6604 CGGGGAACTTCTTCGTGTAA ATGACGGTCAATGCACTCAA 270
KG200* CO-LOC BN BnC7_3962 TGTCTGTGATGCAGGAGAGG TGCGAGCTTCTTACTGCTTG 256
KG201* CO-LOC BN BnC8_761 CAACTTGTTAGTTTGTGTTTTGGAA ACAGGTTGTTCCCGAATCAG 172
KG202*  CO-LOC BN BnC9_CL7954Ctgl TGCTGCTGGTGAAC TG ATATTGGAGCCAGGGCTTTT 280
KG204*  CO-LOC BN BnC10_7131 GGCAGGCATGGTAGCTCTTA TGGCTGAAGGTGTTGTCAAG 283
KG205* CO-LOC BN BnC12_2975 ATCATCCCAGCAGCTAATGC GCAAAACATTTCCCACCTT 274
KG206* CO-LOC BN BnC13_gi191204957 AGGACGACGTGGTGGTGTA CAGGAGACGGAGGAGACGTA 290
KG207*  CO-LOC BN BnC15_3178 AGTTTGGTCTGGCACTTGCT AAGTGCAAATTCGGCAAGAC 279
KG179* CO-LOC FFB FFB1_CL1016 CCCCAACTTCTTTTGTTCCA TGGAATGGAGAAACTGCAAA 244
KG180* CO-LOC FFB FFB2_C4663_S1.2 GCACTGCATCATGTACTCCA TCAGAGAAGCGAGAACTGCT 174
KG181*  CO-LOC FFB FFB2_C4741_S3 TAATGTAAGCTCGGGTGGCT TCCCGCGTAACATAGATCGG 251
KG182*  CO-LOC FFB FFB2_C3566_S9 GGTGCACAAAAGTTACTTGGC TCTGCAGAAGTTCATCCAAACA 172
KG183*  CO-LOC FFB FFB2_C2_S1 CTGCTTCCTCGAGAGTCCAT CCCCAAATTCATTCCAGGGC 234
KG184*  CO-LOC FFB FFB2_C8_S1.2 TATCCTGCCAAACACGAGAG ATTCCTGGTGCCTCGTTCAT 294
KG185* CO-LOC FFB FFB2_C6_S3.4.5 GAAGAATCTGCCCTGGAATGA TGCACATATTCCTTCCCTTGG 278

FFB2 C6 S1.2 AGGAGATCTTCACCAGCTTCA TTCCAGGGCAGATTCTTCGA 299
KG186* CO-LOC FFB FFB6_C2082_S1 TCCTTCTTCACAGCTGCAGA ATGAAGCACACATGAGGGCA 223
KG187* CO-LOC FFB FFB6_C3684_S1 ACCTGAGAGTTGGATTTGCAG AACGGGCAGAACAACATACA 211
KG188*  CO-LOC FFB FFB6_C596_S2 CTGATGGCCGGCAAGTATG GCACTTGGAAGATGGAACCC 186
KG189*  CO-LOC FFB FFB8_C545_S1 GGGGCGAAGAACCTCTACAT TCAAAGTACATATAGACGCCGTC 200
KG190* CO-LOC FFB FFB8_C1455_S3.4.5.6 AGGGCCTTGAGTTATGTCCC TCCAGATTACCGCAACACCA 257
KG191*  CO-LOC FFB FFB11_C6530_51.2 ACCGATGCGATTTTCACGAG TGAGAAGGAATCCAGCAGCT 235
KG192*  CO-LOC FFB FFB11_C1_S1 GAGCATGACCGAGATTCAGC CCTCCTGATCTGACCGTGTT 253
KG193* CO-LOC FFB FFB11_C1174_S3.4 ATGGTTAGATGCAATCCGGC CCCCACCTTCACAATCTCCT 258
KG194*  CO-LOC FFB FFB11_C3877_54 GAAGCTCCCTCCAATCCTGA GTGCGAACTGAAAGGAAGCA 293
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KG195* CO-LOC FFB FFB13_C2168_S1 GCGAATGGAAAGCATGTGTT TGGTGTCTCTTCATTACCCACA 187
KG255*  CO-LOC PO PO3_5-22 CTCGCTGTGCATTGTCCTTA TGTACCACTCTGATCTGCAACT 291
KG256* CO-LOC PO PO3_5-3 TTTGCGGCCTATGAGTTGTG ACGCATCGAAGGGCAAATAC 217
KG257* CO-LOC PO PO3_5-5 CGTCCAATGCATCAGAAGCA CCCTCAAAACACATTCCGCA 206
KG258* CO-LOC PO PO3_5-7 TTGGCTAGTCATCTCCCTCG CCCAATGATCAAGGGGCTCA 198
KG259*  CO-LOC PO PO3_5-8 AGATTGCTGAGAATGAGAGAGC TCGTCTGCTGCTGATGAGAG 150
KG260* CO-LOC PO PO3_5-9 AGAAACTTGCACGCATCCAC ATCTGAGACACTCCCTGGAT 156
KG261* CO-LOC PO PO3_5-10 ACGTCGAGTGAGAATCTGGA TTCCGCAGAAAGGTCATTGT 157
KG263* CO-LOC PO PO3_5-12 ATTGTAGACCAGCCAGCCAT TACGTGGCTCTCTCAGATGC 285
KG264* CO-LOC PO PO3_5-13 TCTGTTTGCCTTCTCCACCA GCATTGGCGGTAGAACTCTG 195
KG265* CO-LOC PO PO3_5-14 AACACCTAGAGACGTGGGTG ACCCCAGAAAGATTGGTCGT 280
KG275 GEN CONOCIDO  POP, PO OLEOSIN AATCTCCCCTCGCTTCACTT CAACACTCACGCTACGAGGA 171
P4 GEN CONOCIDO  Bn, FFB, FN,FW EPS 168 GGCGGATCGAGAACAAGATA GGCGTACTCGTAGAGCTTGC 149
P39 GEN CONOCIDO  OTROS WO0S6942 GTTCCCGGACTTTGACGATA AGCCATGCATGTACTGTGGA 184
P58 GEN CONOCIDO  OTROS EPS3 AACATGGAGGAGGTGGTCAG TTGTGAAGCGGAGGTAATCC 200
KG269 GEN CONOCIDO  OTROS EgNAC CGTTGTTCGGGCTAAAAGAG ACTTGGTGCCTTCCCAGAGTA 196
KG210 GEN CONOCIDO  OTROS EglLIP1 CCGGCATGAGAACATTAGTCT AAGCCTCGTACTCCTCCATT 255

preEglLIP TGACTTCTGAGTTGGTTCATCA TGCAGCAACCCTAAGGAAAT 250
KG212 GEN CONOCIDO  POP,PO EgFATB2.2 GGAATGTGGGACCGAACTTG CTCCATCCATCCTAGCACGT 203
KG213 GEN CONOCIDO  POP,PO EgFATB3.2 TGTGTGGATGTTGGAGAGCT GCATTCGTCTCATGGCTTCC 276
KG274 GEN CONOCIDO  FW,FN LIPOIC AATATGCTCCTCCGGGAACT GTCGAATGCTTCTGGGGTAA 191
KG153 GEN CONOCIDO  FW,FN ATAGB1 ATTCACTGGATTGGGCTCCT CATGCACTATCAAGACCACCAC 190
KG154 GEN CONOCIDO  FW,FN DDB1-CUL4 ATTCTCAGGCGAAATCCAGA TTCCTCCCAACCTCAAACAG 242
KG155 GEN CONOCIDO  FW,FN ELO2 ATCCAGCTGAGGCTGCTAAA TTCGCCACTTTCTCTGTTCC 214
KG242 GEN CONOCIDO  FW,FN EgETR_F2R2 (F2R2) CAACCACCTCAACAAGCTCC TGTGCCACCAGAAGTTGTTG 173
KG244 GEN CONOCIDO  FW,FN EgMAX4_F1R1(F1R1) CCGATGACCTTCCTCTCGTT CATCCAGATCGATCCCCACA 192
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KG252 GEN CONOCIDO  FW,FN AILS TCATGAACAGTGACCTCCCC CTTCAAAACCCAACGCCAGA 210
KG253 GEN CONOCIDO  FW,FN ANT TTGGCTCTTGGTTCATTGGC AGGATTCAAGTCACGGCTGA 209
KG254 GEN CONOCIDO  FW,FN PLT2 GGGGCATCATGGGGAAATTC CTGGGTCTGGTTTGCTTCAG 228
KG270 GEN CONOCIDO  FW,FN EgPPGL GTGCTGTGCACAAGGCTCTA GCTAGTCCCGCAGAAAGTTG 206
KG271 GEN CONOCIDO  FW,FN VIR TGGTCAGAAGATCAGCAATCA CAAAGCAAGTCATCCCATCC 260
KG288 GEN CONOCIDO  FW,FN EgTPase TAGGCCTCATTTGCACTCGA GGCACCATACCTCGAAAAGC 249
KG114 GEN CONOCIDO  FW,FN Jca1 AGAAAGCACGGTGCAAAGAT ATTCATTGAAGTCGGCATCC 244
KG87 GEN CONOCIDO  OTROS AUX2 CAGGGTGTTCCTTTCGTGAT ACTGGTTGAATCTCGGGTTG 223
KG113 GEN CONOCIDO  OTROS JC35 CCATGTGGGGTAAATCCTTG GAATGCCCATCAGGAAAGAA 227
KG106 GEN CONOCIDO  OTROS PSII2 TGGAAACAACAACCCTAGTCG GGGAGACTCATTACTTCAACTAGTCC 150
KG107 GEN CONOCIDO  OTROS PSII3 TTTGTGGAGCTCAGCATGTC TTGGTCGAGGACTTCCAAAC 172
KG108 GEN CONOCIDO  OTROS RU1 CAGGGGGTATTCATGTTTGG TTCACGAGCAAGATCACGTC 185
KG278 GEN CONOCIDO  OTROS PSI AGCTTCGCATTGGATGAGAT TGACACTCATTTGGGACTGG 173
KG115 GEN CONOCIDO  OTROS ica7 CATCAGGGCCACTATCAACC TTGTGCCCCCTTTTTGTTAG 201
KG117 GEN CONOCIDO  OTROS JC55 CTTtGTGGAGCAACCCATCT GTGTCCGTATCAAGCCCATT 226
KG101 GEN CONOCIDO  OTROS ATP1 TTCGGAATCCACAAACCATT TCGTAGGCGCAGCTAACTCT 222
KG102 GEN CONOCIDO  OTROS ATP2 CAATGGTTAACGGTGGCTCT TGCATGTCTCTTACCCTCAGC 171
KG103 GEN CONOCIDO  OTROS ATP3 TTGCTGTAGGCCAAGCTGTA AAAAGGATTCGCCAACAAAA 152
KG105 GEN CONOCIDO  OTROS PSII1 TGGCTACACAAACCGTTGAG TTCCATCCAGTAAAACGAAAGAA 207
KG156 GEN CONOCIDO  HI CBB1 GGTGCTTGTACTGGGAAGGA TGCACATACTCAAGGGCATC 208
KG157 GEN CONOCIDO  HI RPL10 AAGCCATACCCAAAGTCACG ATGGAAGGGATGCACTCTCA 234
KG159 GEN CONOCIDO  HI GH3 AAGCGAGGAGTTCAAGACCA CCTTCACCTCCTTTGAAGAGC 197
KG160 GEN CONOCIDO  HI MUM TGCATTGATGGAGGTTCTTG ATGGATTGGTTGTGGAGGAG 220
KG233 GEN CONOCIDO  HI asnl CCAACCATTCTCCTCAGCA CCGGCCTTGCTATCGTAGAG 328
KG234 GEN CONOCIDO  HI asn2 GGGAAAATAATATCTTGAGTTCCACA  TGGATCATAGATCGGATGGA 211
KG245 GEN CONOCIDO  HI EgBRX (BRX) ATGTGTAACCCATCGCTCCA ACTCTTTCGGGCCTTGGTTA 160
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KG246 GEN CONOCIDO  HI EgARF1 (ARF1) AGCCCTTGATTTGTCGATGC ACTGGACTTATCTTGGGGTTGT 282
KG247 GEN CONOCIDO  HI EgPINF3-9_PIN4 (PINF3-9) ATGGAGCGAGAGGACTTCAG TGAGGCTGGAGTAGGTGTTG 208
KG248 GEN CONOCIDO  HI EgPINF3-5_PIN3 (PINF3-5) TGAGGCTGGAGTAGGTGTTG AGTAGATGAGCGGAAGGAGC 242
KG249 GEN CONOCIDO  HI EgPINF3-4_PIN2 (PINF3-4) CATTCCAAGCCCTGCATCTG GCTGAACTCCACCCGAAATC 324
KG250 GEN CONOCIDO  HI EgPINF3-6_PIN1 (PINF3-6) CTACCGAGCTCCTCCCAAAA GCAGGCATTTCAACATCCCA 270
KG251 GEN CONOCIDO  HI dwarf14 GAGGATTCGAGGAGGGTGAG AAGATCGCTGTTGAACACCG 197
KG286 GEN CONOCIDO  HI wril TGGTGAAGCAGATCTCGATG TAGGGGCAGCTCTCGTAGAA 178
KG289 GEN CONOCIDO  HI EgACP ACAAGGATGGAAGCCGTCTA CGTCGTCGTCACTTGAACAT 196
P13 GEN CONOCIDO  HI amMm GCTCTTGAGGCTGCTCGTAT CCCTCATTCCAGTCTGAAGC 160
KG64 GEN CONOCIDO  HI PIN1 TCTCCACCAACGATCCCTAC GCGGTACTCGAAGAGGAACA 170
KG69 GEN CONOCIDO  HI BRI1 CTGCAAGGTTGGAGAAGAGC GTGAATTATGTGGGGAATGC 187
KG70 GEN CONOCIDO  HI BAK1 ACAGCAGTCCGTGGAACAAT ACCCAGTCAAGCAACATCAC 179
KG75 GEN CONOCIDO  HI GID1 CGAGTCGGAGAAGAGATTGG AAGATCCAGTCCTGCCACTG 190
KG78 GEN CONOCIDO  HI ETR1 ACAATGGCCTGCTGAAGAAC AGATGGGTTGCTCCACAAAG 183
KG80 GEN CONOCIDO  HI EIN4 AGGTGGGACACCAGAGATTG CTGCGATTCCTCCAAAACT 166
KG81 GEN CONOCIDO  HI ETR2 GATCCCGCAACTTCTGAGAG AAGATGGTATGCCGGTCAAG 165
KG243 GEN CONOCIDO  OTROS EgEBF (EBF) TGCTGCCCAAAGTTGAAGTC AGCAACAGCCTTCCCATAGT 174
KG268 GEN CONOCIDO  FW,FN EgMBAGL2-3 CTGGGCCTAGCGTGAGTAAT AACAGTTGCCAATTACAGACCA 157
KG119 GEN CONOCIDO  FW,FN AP1-2MADS TTCGCCCTGTAAGTGGGTAG GAGAACAATGGAGCAGATTCAA 209
KG120 GEN CONOCIDO  FW,SH SHELL GGATCGAGAACACCACAAGC AATTTGGCTTGGCCATAGAA 237
KG121 GEN CONOCIDO  FW,FN MADS11-1 GGCGAGGGAGAAGATTCAG CGGTGGAGGAGAAGATGATG 152
KG122 GEN CONOCIDO  FW,FN DEF1 CGAGCACCCAGTTTATGGTT GCGGATAGAGAGGCTTACCA 255
KG123 GEN CONOCIDO  FW,FN GLO2 TTGCATGCCAGATTCCAATA CAGCCATCTATTAGCCCATCA 214
KG124 GEN CONOCIDO  FW,FN AG1 AGGAGGAGCCAAGAGGTAGC TTGTTGGCGTATTCGTAGAGG 221
KG125 GEN CONOCIDO  FW,FN SQUA3 AGGCACTAGTTTGCCTGCAT TTTGAGCTCCAAAGCCAACT 281
KG126 GEN CONOCIDO  FW,FN MADS1 CAGGGGGTATTCATGTTTGG GTTCAGGGCTCCATTTGCTA 228
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KG127 GEN CONOCIDO  FW,FN AGL-2 CACGATTCCAATGGCTACCT AAAACGGACGCACACTAAGC 272
KG128 GEN CONOCIDO  FW,FN SQUA1 ACAGCCTGTTACCACCTTGG CAGCCCCATCTACTTCCAGA 225
KG24 GEN CONOCIDO  POP,PO PACT CTGACTGGAGCGTGCTTCTT GATCAGCCCCGATCTCATAC 192
KG27 GEN CONOCIDO  POP,PO BKACPII_1 TGACCTTTGCATCATTCAGC ACGCAGCTTCTTTGTTGGT 178
KG29 GEN CONOCIDO PO, BW GLUT1 TTCCAATCCTTCCAGCAATC AGTATCGGCATCGGTGTAGC 159
KG31 GEN CONOCIDO  POP,PO atpB TGCGCAAAGAGTTAAGCAAA CCACGAAGAAGGGTTGTGAT 152
KG35 GEN CONOCIDO PO, IV O3FAD AAGTAGCGGGGAGGAGAGAG ACCAAACAAAAAGCCCTCCT 209
KG38 GEN CONOCIDO PO HOLOS GCATCCACATGTCCAAACTG CATAATATCCGCTCCCCTGA 206
KG39 GEN CONOCIDO PO, IV BKACPIII TGCAACAGTCAAGGATGAGG AGCCAGTCAATGCTGGAACT 195
KG47 GEN CONOCIDO PO, IV ACAD TCCAGCTATAAAAGGACAAGGAA TTTGGGATCAAATGTTGCAG 154
KG57 GEN CONOCIDO  FW, PO PDHB TCACAGCGGTTGGAATCATA CTCTGCCTCCTCCAGACAAC 201
KG92 GEN CONOCIDO  PO,POP FA1 TTGTCCCTCCAACTGATGTG ATCCGATTCACAGCAAAACC 181
KG93 GEN CONOCIDO IV FA2 ATGAGAAGCGCCATGAGACT GTTCCACCTTCGGACAAGAA 245
KG94 GEN CONOCIDO IV FA4 GTGCATCTGAAGCCTGTTGA CATATCTCCAACCAAGCAAACA 151
KG95 GEN CONOCIDO IV FA6 TGCATTTGAAGCCTGTTGAG AGTAAGGCTTGCCCCTGTCT 233
KG96 GEN CONOCIDO IV FA8 GGGATGAAACAGGTGCAAAC CCATTCCCGAACCAATTAGA 168
KG109 GEN CONOCIDO  PO,POP Jc8 AGGGCACTGATGGAATGAGA TCATCACATGTAGAAGCTCTGC 162
KG148 GEN CONOCIDO  PO,POP MUM4 CACCGTGGAGAAGTTGGACAT CTCTGACCACCCCAAATTCT 195
KG149 GEN CONOCIDO  PO,POP SDP1 GTGGGATCTTTGCAGTGGTT GGAAATGCACAGGAAGCAGT 247
KG150 GEN CONOCIDO  PO,POP PKP-BETA1 GCAACTTGGAGAGGTATCGC TGACCTTCTGATGGGATGCA 185
KG151 GEN CONOCIDO  POP, PO, FN, FW  PKP-ALPHA ACAAGCCTGTCATTGTAGCT CTTCTCCTCTCTCCACCACC 218
KG152 GEN CONOCIDO  POP, PO, FN, FW  PRT6 TGCGTTCCATGTTTCCAGAA ATCCAGAACAGGTCCCACAG 192
KG211 GEN CONOCIDO  PO,POP EgFATB1.2 CTAATGACTGCACTGGTGGC CCTGCCCCAATTGAGAATGG 194
KG214 GEN CONOCIDO  PO,POP EgWRI1.1 TTCCTCTTCCGCTTCACCAT ACCTCGTGACTCCTCTGTAG 158
KG215 GEN CONOCIDO  PO,POP EgWRI1-2.2 ACCAACTTTGCTAGCAGTGC GGCCATCATCAATTGGGACA 235
KG217 GEN CONOCIDO  PO,POP PDAT_1 AGACGGGAGCTGTTTGAAAG CACCTGCTGCCACTCTGATA 263
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PDAT_2 TTCCCTGTAACTGAGAAGCAAA CAGAATGCAAAATCAGAACAAAA 185
KG272 GEN CONOCIDO  PO,POP OLEOYL AAGCAGTGGACCCTTCTTGA TCTATAGAAGCCGTCCGATCA 155
KG276 GEN CONOCIDO  PO,POP PYRKIN GGATACGGTGGGTCCAGAG GCCTTTGACAATCCACTGAAA 138
KG282 GEN CONOCIDO  PO,POP ACYL-ACPF AAGCAGTGGACCCTTCTTGA TCTATAGAAGCCGTCCGATCA 155
P11 GEN CONOCIDO  PO,POP WOS 104 TTCCCCACACCATCTTTCTC GATTCAGCTTTCAGGCCAAC 191
P20 GEN CONOCIDO  PO,POP EPS134312 AACGAATGGACAAATTCATGC TATGAGCACTCCGCATTTTG 119
P23 GEN CONOCIDO IV EPS50987A CCAGGATCAGGAGGATTGAA TTGGTCATGCTCAGAGTTGC 108
P44 GEN CONOCIDO IV M6ASA AAGACGCCCTTCTTCTCTCC GCGCACCACCTCTTCTCTAC 182
P60 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_1 GCGAGGGAGTGAAATATGGT GTCTTGAGCCCACAGTCAGG 160
P62 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_2 ATTCCGGTGATGGTGTGAGT CCGTTCTGCAGTGGTAGTGA 158
P63 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_3 CACTTCCTCATGCCATCCTT GCAGACTCCAATTCCTGCTC 181
P64 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_4 TGTTCAATGAGGGCATGAAG AGAGATGACATGAGGAAGATCAA 188
P65 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_5 ACATGGAAGGCTTTGGTGTC AGAGATCCTGAGTGGCATGG 165
P66 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_6 CTCCATCGTTTTACCCGAGA AGGACTGTGCATTGTCGTTG 167
P68 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_7 TCCGTGAGCTCCTCTTTTGT TAGTGCCAGCAAGTTCGATG 180
P72 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_8 GATCCCATCCACAGAGGAGA GGAGGAGCTTAGCAGCAGAA 161
P74 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_9 ATCAGGACGGGGTCCATCT GCTGAAGATGTCGAGGTTGC 165
P77 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_11 GGTGGATGCTATCGACGAGT ACCTTGCATAGGCTCTCGAA 159
P78 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_12 GCAAAGATCGAGGACCTGAG CTTGGACCTCGAAACTCCAG 195
P79 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_13 CCGACCACCTCTTCAATCTC GACCTGGTAGGAGCCAAGG 155
P84 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_14 CAAGGTTGGCTCTTCTGAGG TCCAGCTGCAAACTTCTCAA 160
P86 GEN CONOCIDO  PO,POP PAT_15 CCAAGAACGGGGAGAACAC AAGAAGGGTGGCACGTAGAA 178
KG118 GEN CONOCIDO  OTROS JC59 GACATTAGGAAGCAGTGCGAAG CCATCCTCAAGAAGAGCAGGA 200
KG82 GEN CONOCIDO BN, BW,FN,FW 1A2 GCAGGCGGAAGCTAATACTG GATCACGTAGTGGCCTGGAT 164
KG290 GEN CONOCIDO PO, POP EgDSI GTGCGGATAGTCAGGAGCTT GCCTCCTTCTTCAGCAACAC 145

* Estos genes co-localizados fuero resecuenciados en la regién dénde estaban situados los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs).
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ANEXOS

Tabla 6.2: Codificacion de los genotipos por los MIDS. COD= nimero de MIDs; GT= codigo de genotipo (familia/genotipo); CRUCE= Parentales de genotipo. Parental femenino (Dura): CH =
Chemara; D= Dami; HC= Harrison Crossfield. Parental masculino (Pisifera): A= Avros; D= Dami; E= Ekona; G=Ghana; LM= LaMé; N= Nigeria; Y= Yangambi.

cob GT CRUCE CcoD GT CRUCE cob GT CRUCE cob GT CRUCE CcoD GT CRUCE
1111 403/14 DxE 1412 538/33 CHxA 2313 670/5 (CHXHC)xY 3214 760/48 DxY 4121  718/22 DxD
1112 403/16 DxE 1413 538/43 CHxA 2314 670/45 (CHXHC)xY 3221 770/4 DxG 4122 476/28 CHxN
1113  405/5 DxE 1414 547/4 CHxD 2321 677/3 DxE 3222 770/45 DxG 4124 505/45 CHxG
1114 405/16 DxE 1421 547/17 CHxD 2322 677/15 DxE 3223 773/15 DxN 4131 580/33 HCxA
1121 405/20 DxE 1422 547/24 CHxD 2323 677/24 DxE 3224 773/45 DxN 4132 864/16 HCxG
1122 405/33 DxE 1423 557/7 CHxG 2324 677/42 DxE 3231 778/4 HCxE 4133 864/36 HCxG
1123 430/19 DxE 1424 557/28 CHxG 2331 680/6 DxN 3232 778/232 HCxE 4134 505/17 CHxG
1124 430/33 DxE 1431 566/48 CHxD 2332 680/32 DxN 3233 788/40 DxY 4141 422/13 CHxE
1131 433/10 DxA 1432 573/9 DxLM 2333  680/37 DxN 3234 806/431 CHxN 4142 422/41 CHxE
1132 433/13 DxA 1433 573/39 DxLM 2334 683/16 DxA 3241 816/192 HCxG 4143 522/22 DxE
1133 438/2 DxL 1434 574/31 DxD 2341 683/42 DxA 3242 818/32 HCxA 4144 625/36 CHxLM
1134 438/36 DxL 1441 574/39 DxD 2342 686/12 DxA 3243 820/15 CHxE 4211 651/20 DxD
1141 440/30 DxD 1442 586/36 CHxA 2343 686/37 DxD 3244 820/32 CHxE 4212 651/18 DxD
1142 440/36 DxD 1443 589/1 HCxE 2344 688/4 DxA 3311 837/3 DxA 4213 670/36 (CHXHC)xY
1143 446/8 DxN 1444 586/47 CHxA 2411 688/7 DxA 3312 837/32 DxA 4214 670/19 (CHXHC)xY
1144 446/20 DxN 2111 589/32 HCxE 2412  690/4 CHxG 3313 847/9 DxY 4221 731/44 DxY
1211 454/6 DxN 2112 591/11 CHxN 2413  690/9 CHxG 3314 847/35 DxY 4222 731/22 DxY
1212 455/13 DxA 2113 591/48 CHxN 2414 690/15 CHxG 3321 855/19 HCxN 4223 756/35 DxA
1213 455/45 DxA 2114 593/38 CHxE 2421 690/27 CHxG 3322 855/30 HCxN 4224 756/42 DxA
1214 461/26 DxA 2121 593/42 CHxE 2422 693/2 DxE 3323 855/35 HCxN 4231 818/28 HCxA
1221 461/31 DxA 2122 594/14 CHxA 2423 693/12 DxE 3324 855/44 HCxN 4232 818/42 HCxA
1222 462/29 CHxA 2123  594/27 CHxA 2424 697/8 (CHXHC)xG 3331 859/24 CHxN 4233 505/39 CHxG
1223 462/30 CHxA 2124 622/28 DxA 2431 698/34 (CHXHC)xY 3332 859/7 CHxN 4234 505/26 CHxG
1224 474/3 DxA 2131 622/40 DxA 2432 698/38 (CHXHC)xY 3333 861/14 DxDa 4241 658/43 DxE
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1231
1232
1233
1234
1241
1242
1243
1244
1311
1312
1313
1314
1321
1322
1323
1324
1331
1332
1333
1334
1341
1342
1343
1344
1411

474/39
476/14
476/16
476/33
476/45
478/39
485/45
485/48
486/1

486/12
497/3

497/26
503/25
503/43
504/10
504/24
505/42
509/8

509/41
524/7

524/24
526/6

526/34
531/30
531/47

DxA
CHxN
CHxN
CHxN
CHxN
DxE
DxE
DxE
DxA
DxA
HCxA
HCxA
DxE
DxE
CHXxE
CHxE
CHxG
CHxE
CHXxE
DxE
DxE
CHxA
CHxA
HCxA
HCxA

2132
2133
2134
2141
2142
2143
2144
2211
2212
2213
2214
2221
2222
2223
2224
2231
2232
2233
2234
2241
2242
2243
2244
2311
2312

624/24
624/36
626/6

626/9

626/35
635/17
635/48
640/6

640/7

642/14
642/27
643/14
643/28
644/18
644/32
644/38
648/1

648/4

648/47
654/13
654/23
657/13
657/31
668/21
668/42

HCxG
HCxG
HCxD
HCxD
HCxD
CHxN
CHxN
DxE
DxE
CHxN
CHxN
HCxN
HCxN
DxN
DxN
DxN
DxE
DxE
DxE
DxG
DxG
DxD
DxD
DxN
DxN

2433
2434
2441
2442
2443
2444
3111
3112
3113
3114
3121
3122
3123
3124
3131
3132
3133
3134
3141
3142
3143
3144
3211
3212
3213

699/17
699/39
713/19
724/27
724/30
725/7

726/28
726/44
731/11
738/20
738/38
744/28
744/29
748/11
748/22
748/47
752/8

752/18
752/34
752/36
753/11
753/42
760/8

760/15
760/45

DxA
DxA
HCxG
(CHXHC)xY
(CHxHC)xY
HCxG
HCxE
HCxE
DxY
CHxN
CHxN
CHxD
CHxD
CHxN
CHxN
CHxN
DxA
DxA
DxA
DxA
DxD
DxD
DxY
DxY
DxY

3334
3341
3342
3343
3344
3411
3412
3413
3414
3421
3422
3423
3424
3431
3432
3433
3434
3441
3442
3443
3444
4111
4112
4113
4114

861/39
861/40
866/39
866/44
880/1
880/26
881/5
881/44
884/281
808/8
808/12
829/13
829/3
552/25
552/9
718/6
773/11
773/48
519/44
519/24
711/10
711/19
804/46
804/34
522/18

DxD
DxD
HCxA
HCxA
HCxN
HCxN
HCxA
HCxA
CHxG
DxN
DxN
CHxN
CHxN
MxN
MxN
DxDa
DxN
DxN
CHxD
CHxD
DxA
DxA
(CHxHC)xDa
(CHxHC)xDa
DxE

4242
4243
4244
4311
4312
4313
4314
4321
4322
4323
4324
4331
4332
4333
4342
4343
4344
4411

658/2
831/43
831/13
837/43
837/21
440/46
440/42
578/3
578/1
681/5
681/31
840/34
840/8
557/31
626/41
776/6
776/42
855/36

DxE
DxG
DxG
DxA
DxA
DxD
DxD
HCxE
HCxE
DxN
DxN
HCxD
HCxD
CHxG
HCxD
DxD
DxD
HCxN
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Anexo 7: Resultados de la secuenciacion de los genes candidatos por libreria

ANEXOS

Tabla 7.1: N2 de lecturas de los genes candidatos de las librerias OP1, OP2 y OP3 y sus frecuencias en los genotipos de la poblacién. GC= nombre del gen candidato; CEBADOR=nombre de la
pareja de cebadores; AMPLICON= tamafio del amplicén del gen candidato en pares de bases; LECTURAS= frecuencia o nimero de lecturas del gen candidato; GT= frecuencia en los genotipos

de la poblacidn (N=238).

OoP1 oP2 oP3

GC CEBADOR | AMPLICON | LECTURAS | GT |GC CEBADOR | AMPLICON [ LECTURAS | GT |GC CEBADOR | AMPLICON | LECTURAS | GT
CDA15 [ B33 160 52341 243 | CDA22* [ B42 175 182123 242 | CDA39 |B63 152 85892 242
CDA22 | B42(FW) 175 57 0 CDA24 |B44 157 83221 242 | CDA76 (B100 157 279146 242
CDA26 | B46 160 151303 249 | CDA27* [ B47 199 169385 242 | CDA78 |B102 194 287087 242
CDA27 | B47 199 62213 225|CDA3 B11 210 344 46 (KG101 |ATP1 222 133984 234
CDA31 | B54 160 146753 247 | CDA32 (B56 157 7712 227 | KG102 (ATP2 171 340878 242
CDA34 | B57b(MF) | 162 509 23 | CDA34*|B57 162 13052 242 | KG103 ([ ATP3 152 49 0
CDA4 |B3/B12 166 20468 242 | CDA37 |B61 152 258 29 |KG105 (Psli1 207 21351 223
KG2 mEg3275 | 146 3530 108 | CDA40 |B64 182 267778 242 | KG106 | PSli2 150 106408 239
KG24 | PACT 192 2427 101 | CDA43 |B67 164 120292 242 | KG107 (PslI3 172 44863 242
KG27 | BKACPII_1 |178 3566 228 | CDA6 B18 137 21 0 KG108 |RU1 185 83027 242
KG29 |GLUT1 159 1002 44 (CDA9 B25 185 8546 240 | KG109 (JC8 162 25629 232
KG31 |[atpB 152 134810 249 | KG11 M8373 169 66901 241 KG113 [JC35 227 425 64
KG35 | O3FAD 209 23 0 KG12 M2200 169 94795 242 | KG114 |JC41 244 17283 231
KG38 | HOLOS 206 4551 94 | KG24* |[PACT 192 22172 242 | KG115 (JC47 201 84 6
KG39 | BKACPIII 195 3730 189 | KG272 | OLEOYL 155 9140 241 KG117 |[JC55 226 43280 229
KG47 | ACAD 154 1142 152 | KG274 |LIPOIC 191 41640 242 | KG118 |JC59 200 36349 230
KG57 | PDHB 201 7333 175|KG275 |OLEOSIN (171 261920 242 (KG119 | AP1-2MADS | 209 37557 227
P11 WO0S104 191 11402 214 |1 KG276 |PYRKIN 138 127363 242 | KG120 |SHELL 237 28019 231
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P13 am 160 17477 239 (KG278 | PSI 173 402 65 |KG121 | MADS11-1 |152 23719 236
P20 EPS134312 | 119 34992 242 | KG282 | ACYL-ACPF | 155 8 0 KG122 |DEF1 255 14702 228
P23 EPS50987A | 108 18178 161 | KG29* |GLUT1 159 13859 237 | KG123 [ GLO2 214 56375 234
P39 WO0S6942 | 184 25943 241 KG35* | O3FAD 209 142 14 |KG124 |AG1 221 77957 239
P4 EPS168 149 32790 241 | KG47* | ACAD 154 2629 206 | KG125 |[SQUA3 281 2612 214
P44 M6ASA 182 37250 242 | KG64 ATPIN1 170 4 0 KG126 | MADS1 228 371435 242
P58 EPS3 200 6342 74 | KG69 BRI1 187 49 1 KG127 | AGL-2 272 26138 223
KG75 GID1 190 2497 216 [KG128 |SQUA1 225 88883 237
KG78 ETR1 183 581 79 | KG282* [ ACYL-ACPF (155 15844 230
KG80 EIN4 166 24307 242 | KG286 |wril 178 2964 159
KG81 ETR2 165 4050 238 | KG64* | ATPIN1 170 1 0
P60 PAT_1 160 11722 240 | KG69* | BRI1 187 2689 132
P62 PAT_2 158 5213 226 | KG70 BAK1 179 17851 230
P63 PAT_3 181 15 0 KG82 1A2 164 1 0
P64 PAT_4 188 15 0 KG87 AUX2 223 1 0
P66 PAT_6 167 30815 242 | KG92 FA1 181 4434 207
P68 PAT_7 180 5898 241 | KG93 FA2 245 135 13
P72 PAT_8 161 18912 242 | KG94 FA4 151 22 0
P77 PAT_11 159 5741 224 |1 KG95 FA6 233 50721 231
P78 PAT_12 195 9271 238 | KG96 FA8 168 7521 224
P79 PAT_13 155 50121 242 | pe4* PAT_4 188 37763 231
P84 PAT_14 160 79974 242 | P65 PAT_S 165 22697 235
P86 PAT_15 178 1126 162 | P74 PAT_9 165 54925 242

ANEXOS
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Tabla 7.2: : N2 de lecturas de los genes candidatos de las librerias OP4, OP5 y OP6 y sus frecuencias en los genotipos de la poblacion. GC= nombre del gen candidato; CEBADOR=nombre de la
pareja de cebadores; AMPLICON= tamafio del amplicén del gen candidato en pares de bases; LECTURAS= frecuencia o nimero de lecturas del gen candidato; GT= frecuencia en los genotipos
de la poblacién (N=238).

oP4 OP5 OP6

GC CEBADOR AMPLICON | LECTURAS | GT | GC CEBADOR AMPLICON [ LECTURAS (GT | GC CEBADOR AMPLICON | LECTURAS | GT
KG135 M3117 197 10008 229 [ KG159* | GH3 197 639 51 [KG105* | PSli1 207 145 19
KG138 M9619 217 126858 242 | KG161* | HtC1_3885 202 10995 220 [ KG114* | JC41 244 615 27
KG140 M43696 236 2017 188 | KG164* | HtC2_11412 195 53737 242 | KG117* | JC55 226 432 31
KG141 M847 217 6107 219 [ KG171* | HtC4_4489 282 5677 219 [ KG118* | JC59 200 106 24
KG142 M2252 196 16792 232 | KG172* | HtC4_240 283 8816 231 [ KG120* | Shell 237 0 0
KG143 M3256 184 520244 242 | KG174* | HtC7_1247 158 384 27 |KG121* | MADS11-1 152 4 3
KG144 M23551 199 9358 161 | KG177* | HtC10_11102 300 6468 220 [ KG122* | DEF1 255 536 33
KG145 M7495 180 123135 242 [ KG179 |FFB1_CL1016_S1.2 244 7984 237 | KG123* | GLO2 214 29 12
KG147 M4883 183 1246 143 | KG180 | FFB2_C4663_51.2 174 85067 249 | KG124* | AG1 221 11939 78
KG148 MUMA4 195 1468 155|KG181 |(FFB2_C4741_S3 251 136301 250 [ KG125* | SQUA3 281 13 9
KG149 ([SDP1 247 159747 242 | KG182 | FFB2_C3566_59 172 695844 0 KG167* [ HtC2_1255C2_411 | 223 300 27
KG150 PKP-BETA1 185 335927 242 (KG183 |FFB2_C2_S1 234 132716 242 [KG233 | ASP1 328 374 91
KG151 PKP-ALPHA 218 13922 240 (KG184 |FFB2_C8_S1.2 294 1673 147 | KG234 | ASP2 211 3555 191
KG152 PRT6 192 6011 221 | KG185 |FFB2_C6_S3.4.5 278 1093 0 KG242 | EgETR_F2R2 173 852988 254
KG153 |[ATAGB1 190 615787 242 | kg185 |FFB2_C6_S1.2 299 21012 183 | KG243 | EgEBF 174 466333 255
KG154 DDB1_CUL4 242 2437 189 | KG186 |FFB6_C2082_S1 223 25852 236 [ KG244 | EgMAX4_F1R1 192 16168 237
KG155 ELO2 214 9094 234 | KG187 | FFB6_C3684_S1 211 42863 241 [ KG245 | EgBRX 160 6334 213
KG156 |CBB1 208 21776 234 | KG188 | FFB6_C596_S2 186 276807 242 [ KG246 | EgARF1 282 485 144
KG157 RPL10 234 202574 241 [ KG189 | FFB8_C545_S1 200 90849 242 | KG247 | EgPINF3-9_PIN4 208 4110 215
KG159 |[GH3 197 6 0 KG190 |FFB8_C1455_53.4.5.6 | 257 110428 240 [ KG248 | EgPINF3-5_PIN3 242 24438 242
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KG160 MUM 220 3581 219 (KG191 |FFB11_C6530_51.2 235 649 52 [KG249 |EgPINF3-4_PIN2 324 2 2
KG161 HtC1_3885 202 431 25 [KG192 |FFB11_C1_S1 253 141886 242 [ KG250 | EgPINF3-6_PIN1 270 722 165
KG162 HtC1_5925 171 10881 238 [KG193 |FFB11_C1741_S3.4 258 92564 242 | KG251 |dwarfl4 197 23025 236
KG164 HtC2_11412 195 1324 155 KG194 (FFB11_C3877_54 293 14386 234 [ KG252 | AILS 210 130483 252
KG166 HtC2_7081 230 4000 215 [KG195 |FFB13_C2168_S1 187 75291 242 [KG253 | ANT 209 28542 241
KG167 HtC2_1255C2-411 223 4220 192 | KG196 |BnC2_10C3-629 300 1898 154 | KG254 |PLT2 228 2903 215
KG168 HtC2_9289 264 18963 235 KG197 |BnC2_1289 254 147036 241 [ KG255 |PO3_5-22 291 53 41
KG171 HtC4_4489 282 664 46 | KG198 |BnC3_792 209 61721 241 [ KG256 |PO3_5-3 217 85 59
KG172 HtC4_240 283 126 1 KG199 |BnC4_6604 270 111042 241 [ KG257 | PO3_5-5 206 145999 248
KG173 HtC7_9200 136 25501 238 [ KG200 |BnC7_3962 256 46494 239 [KG258 | PO3_5-7 198 340678 254
KG174 HtC7_1247 158 54 3 KG201 |BnC8_761 172 46989 242 [KG259 |PO3_5-8 150 560788 253
KG175 HtC8_1026C1-144 | 277 2878 199 | KG202 ([ BnC9_CL7954Ctgl 280 15455 216 [ KG260 |PO3_5-9 156 53491 238
KG176 HtC8_11217 259 11491 232 | KG204 |BnC10_7131 283 10877 222 (KG261 |PO3_5-10 157 7617 224
KG177 HtC10_11102 300 365 16 |KG205 |[BnC12_2975 274 22723 231 (KG263 |PO3_5-12 285 14 10
KG268 EgMBAGL2-3 157 57815 234 [KG206 |BnC13_gi191204957 |290 7249 129 | KG264 |PO3_5-13 195 32243 144
KG269 EgNAC 196 50834 238 | KG207 |BnC15_3178 279 93969 242 [KG265 |PO3_5-14 280 21266 237
KG270 EgPPGL 206 15708 237 | kg210 | preEGLIP 250 1451 242 [ KG286* | wril 178 2 2
KG271 (VIR 260 0 0 KG210 |EglIP1 255 199572 64 |KG47* | ACAD 154 6158 49
KG288 EgTPase 249 9948 233 (KG211 | EgFATB1.2 194 151886 242 | KG57* | PDHB 201 435 29
KG289 EgAcp 196 197555 242 (KG212 | EgFATB2.2 203 326380 242 | KG75* | GID1 190 569 31
KG290 EgDSI 145 177953 242 (KG213 | EgFATB3.2 276 87657 0 KG96* |FAS8 168 91 24
KG214 |EgWRI1.1 158 188903 242 | P62* PAT_2 158 16959 86
KG215 | EgWRI1-2.2 235 13631 0 P64* PAT_4 188 785 31
kg217 |PDAT_2 185 3147 237 | P74* PAT_9 165 9158 63
KG217 |PDAT_1 263 29394 131
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Anexo 8: Patrones definitivos

Tabla 8.1: Genes candidato que no obtuvieron ningun patrén.

ANEXOS

SIN PATRON

GC LIBRERIA ORIGEN CEBADOR
KG278 OP2 GEN CONOCIDO  PSI

KG64 OP2-OP3 GEN CONOCIDO ATP1N1
KG69 OP2 GEN CONOCIDO BRI1
P63 OoP2 GEN CONOCIDO PAT3
CDA3 OP2 TDF B11
CDA37 OP2 TDF B61
CDA6 OP2 TDF B18
KG103 OP3 GEN CONOCIDO ATP3
KG113 OP3 GEN CONOCIDO JC35
KG115 OP3 GEN CONOCIDO JC47
KG82 OP3 GEN CONOCIDO 1A2
KG87 OP3 GEN CONOCIDO AUX2
KG93 OP3 GEN CONOCIDO FA2
KG94 OP3 GEN CONOCIDO FA4
KG172 OP4_OP5 CO-LOC* HtC4 240
KG174 OP4_OP5 CO-LOC* HtC7_1247
KG159 OP4 OP5 GEN CONOCIDO GH3
KG215 OPS GEN CONOCIDO EgWRI1-2.2
KG249 OP6 GEN CONOCIDO  EgPINF3-4_PIN2

Tabla 8.2: Genes candidato con un patrén.

PATRON UNICO

GC LIBRERIA
KG2 oP1
KG24 oP1
KG38 oP1
P11 oP1
P20 oP1
P23 oP1
P4 oP1
P58 oP1
CDA27 OP1
CDA31 OP1
CDA34 OP1
KG12 oP2
KG275 OP2
KG47*  OP2
KG81 oP2
P60 OP2
P68 oP2
P72 OP2
P86 oP2
CDA27* OP2
KG101  OP3
KG102 OP3
KG107 OP3

ORIGEN
CO-LOC

GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
TDF

TDF

TDF

CO-LOC

GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
TDF

GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO

CEBADOR
mEg3275
PACT
HOLOS
WO0S104
EPS134312
EPS50987A
EPS168
EPS3

B47

B54

B57b
M2200
OLEOSIN
ACAD
ETR2
PAT1
PAT7
PAT8
PAT15
B47
ATP1
ATP2
PSII3
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KG108
KG109
KG119
KG126
KG127
KG128
KG69*
KG92
KG95
P65
CDA39
CDA76
CDA78
KG145
KG147
KG161
KG168
KG176
KG149
KG150
KG151
KG152
KG156
KG160
KG289
KG161*
KG185
KG188
KG199
KG202
KG207
KG210
kg210
KG211
KG213
KG217
KG255
KG256
KG259
KG263
KG247
KG248
KG251

OP3
OP3
OP3
OP3
OP3
OP3
OP3
OP3
OP3
OP3
OP3
OP3
OP3
OP4
OP4
OP4
OP4
OP4
OP4
OP4
OP4
OP4
OP4
OP4
OP4
OP5
OP5
OP5
OP5
OP5
OP5
OP5
OP5
OP5
OP5
OP5
OP6
OP6
OP6
OP6
OP6
OP6
OP6

GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
TDF

TDF

TDF

CO-LOC
CO-LOC
CO-LOC*
CO-LOC*
CO-LOC*

GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
CO-LOC*
CO-LOC*
CO-LOC*
CO-LOC*
CO-LOC*
CO-LOC*

GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
CO-LOC*
CO-LOC*
CO-LOC*
CO-LOC*

GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO

RU1

JC8
AP1-2MADS
MADS1

AGL-2

SQUA1

BRI1

FA1

FA6

PATS

B63

B100

B102

M7495

M4883
HtC1_3885
HtC2_9289
HtC8 11217
SDP1
PKP-BETA1
PKP-ALPHA
PRT6

CBB1

MUM

EgAcp
HtC1_3885
FFB2_C6_S3.4.5
FFB6_C596_S2
BnC4_6604
BnC9_CL7954Ctgl
BnC15_3178
EglLIP1
preEGLIP
EgFATB1.2
EgFATB3.2
PDAT_1
PO3_5-22
PO3_5-3
PO3_5-8
PO3_5-12
EgPINF3-9_PIN4
EgPINF3-5_PIN3
dwarfl4
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Tabla 8.3: Genes candidatos con 2 patrones. La tabla muestra el nimero vy tipo de SNP e INDEL en cada gen candidato. GC= nombre del gen candidato; LIBRERIA= niimero de la libreria dénde
se ha secuenciado; ORIGEN= procedencia del gen candidato; CEBADOR= nombre de la pareja de cebadores; SNP= nimero de polimorfismos detectados en la secuencia; TR= tipos transicién

(A/G o C/T); TV=tipo transversion (G/T; G/C; A/C o A/T); INDEL= nimero de INDEL. El nUmero total de SNP/INDEL , asi como el total de cada tipo se muestra al final de la tabla.

GC

CDA15
KG27
KG39
KG57
P13
P39
CDA22*
CDA24
CDA32
CDA43
KG11
KG272
KG274
KG276
KG29*
KG75
KG78
KG80
P62
P66
P77
P78

LIBRERIA ORIGEN

OP1
OoP1
OP1
OoP1
OP1
OoP1
OP2
OoP2
OP2
OoP2
OP2
OoP2
OP2
OoP2
OP2
OoP2
OP2
OoP2
OP2
OoP2
OP2
OoP2

TDF

GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
TDF

TDF

TDF

TDF

CO-LOC

GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO
GEN CONOCIDO

CEBADOR

B33
BKACPII_1
BKACPIII
PDHB
QM
WO056942
B42

B44

B56

B67
M8373
OLEOYL
LIPOIC
PYRKIN
GLUT1
GID1
ETR1
EIN4
PAT2
PAT6
PAT11
PAT12

SNP TR TV
A/G C/T G/T G/C A/C A/T

1 1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 1 1 0
4 0 0 1 1 1 1
1 1 0 0 0 0 0
1 1 0 0 0 0 0
1 0 1 0 0 0 0
2 1 1 0 0 0 0
13 5 4 0 0 2 2
5 0 2 0 2 0 1
1 0 1 0 0 0 0
2 0 2 0 0 0 0
1 0 0 1 0 0 0
1 1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 2
3 1 0 1 0 1 0
1 0 0 0 1 0 0
3 2 1 0 0 0 0
1 0 0 0 1 0 0
8 1 3 2 1 0 1
1 0 0 0 0 1 0
1 0 0 0 1 0 0
3 1 1 0 0 0 1

INDEL

©O O O O ©O O O OO O O O O o ©o o ©o oo o o o
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P79 oP2 GEN CONOCIDO  PAT13 1 0 0 1 0 0 0 0

KG105 OP3 GEN CONOCIDO  PSII1 2 1 0 1 0 0 0 0

KG117 OP3 GEN CONOCIDO  JC55 1 0 0 0 0 1 0 0

KG121 OP3 GEN CONOCIDO MADS11-1 1 0 0 1 0 0 0 0

KG123 OP3 GEN CONOCIDO  GLO2 2 1 1 0 0 0 0 0

KG125 OP3 GEN CONOCIDO  SQUA3 1 0 1 0 0 0 0 0

KG286 OP3 GEN CONOCIDO  wril 18 1 7 2 5 2 1 0

KG96 OP3 GEN CONOCIDO  FA8 1 0 1 0 0 0 0 0

P74 OP3 GEN CONOCIDO  PAT9 16 4 3 2 5 1 1 2

KG140 OP4 CO-LOC M43696 1 1 0 0 0 0 0 0

KG143 OP4 CO-LOC M3256 10 2 3 0 1 3 1 0

KG154 OP4 GEN CONOCIDO DDB1CUL4 1 0 1 0 0 0 0 0

KG157 OP4 GEN CONOCIDO  RPL10 1 1 0 0 0 0 0 0

KG268 OP4 GEN CONOCIDO  EgMBAGL2-3 1 0 0 0 1 0 0 0
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KG270 OP4 GEN CONOCIDO  EgPPGL 2 0 1 0 0 0 1 0

KG290 OP4 GEN CONOCIDO  EgDSI 1 1 0 0 0 0 0 0

KG179 OP5 CO-LOC* FFB1_CL1016_51.2 1 0 0 0 0 1 0 0

KG181 OP5 CO-LOC* FFB2_C4741_S3 4 2 1 1 0 0 0 0

KG183 OP5 CO-LOC* FFB2_C2_S1 1 1 0 0 0 0 0 0

KG186  OP5 CO-LOC* FFB6_C2082_S1 2 0 0 1 0 1 0 0

KG191 OP5 CO-LOC* FFB11_C6530_51.2 1 1 0 0 0 0 0 0

KG193 OP5 CO-LOC* FFB11_C1741_S3.4 1 0 0 0 0 0 1 0

KG195 OP5 CO-LOC* FFB13_C2168_5S1 1 0 0 0 0 0 1 0

KG198 OP5 CO-LOC* BnC3_792 1 0 0 0 0 0 1 0

KG201 OP5 CO-LOC* BnC8_761 1 0 0 1 0 0 0 0

KG214 OP5 GEN CONOCIDO  EgWRI1.1 1 0 0 1 0 0 0 0

KG245 OP6 GEN CONOCIDO  EgBRX 1 0 1 0 0 0 0 0

KG254  OP6 GEN CONOCIDO  PLT2 1 0 0 0 0 1 0 0

ANEXOS
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KG260 OP6 CO-LOC* PO3_5-9 1 0 1 0 0 0 0 0

KG265 OP6 CO-LOC* PO3_5-14 0 0 0 0 0 0 0 1

Anexo 9: Asociacion de los patrones de los genes candidatos a los genotipos de la poblacién.

Tabla 9.1: Alelos y haplotipos observados para cada gen candidato con 2 patrones.

GC-CEBADOR ORIGEN  POSICION Al A2

CDA22_B42 TDF 156, 160 AT G,C

CDA32_B56 TDF 18, 70, 86, 109, 129 CT,CGT T,AG,CC

KG105_PSli1 GC 37,182 AG G,T

KG11_M8373 CO-LOC 99,108 cC 1T

KG118_JC59 GC 30, 61, 94 ATT C,CA

KG122_DEF1 GC 58 A G

KG124_AG1 GC 120 C T

KG135_M3117 CO-LoC 22,127 CA G,C

KG142_M2252 CO-LOC 160 A G

KG148_MUM4 GC 162 C T

KG155_ELO2 GC 38 C T
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KG171_HtC4_4489 CO-LOC 220 A T

KG179_FFB1_CL1016_S1.2 Co-LoCc 37 A C

KG181_FFB2_C4741_S3 CO-LOC 86, 111, 124, 221 GAT,G T,G,CA

KG183_FFB2_C2_S1 CO-LOC 108 A G

KG186_FFB6_C2082_S1 CO-LOC 174, 206 G,C T,A

KG191_FFB11_C6530_S1.2 CO-LOC 163 A G

KG193_FFB11_C1741_S3.4 CO-LOC 145 A T

KG195_FFB13_C2168_S1 COo-LoC 31 A T

KG198_BnC3_792 CO-LOC 184 A T

KG201_BnC8_761 COo-LoCc 87 G T

KG214_EgWRI1.1 GC 79 G T

KG245_EgBRX GC 57 C T

KG254_PLT2 GC 110 A C

KG260_PO3_5-9 Cco-Loc 73 T C

KG265_P0O3_5-14 CO-LOC 98 - T

KG269_EgNAC GC 10 C G

KG270_EgPPGL GC 180, 181 AC T

KG247_LIPOIC GC 158 A G

KG282_ACYL-ACPF GC 81 G T
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KG288_EgTPase GC 193 G T

KG290_EgDS! GC 75 A G

KG57_PDHB GC 169 A G

KG75_GID1 GC 84 C G

KG80_EIN4 GC 112 C G

P13_QM GC 42 A G

P62_PAT2 GC 44, 50, 53, 56, 81, 96, 99, 132 ACCAGCTT G,T,1,1,T,G,CG

P66_PAT6 GC 142 A C

P77_PAT11 GC 143 C G

P79_PAT13 GC 96 G T

Tabla 9.2: Alelos y haplotipos observados para cada gen candidato con 3 patrones.

GC_CEBADOR ORIGEN POSICION Al A2 A3

23,29,47,51,

54, 56, 62, 68,

70,71,73,79, ACACCTAGTTCCAGACATCA GTTATGCCCAGTTATTTATG G,T1,71,CCGTCTCCCCATTTTCGA
CDA4_B3/B12 TDF 80,81,83,86, it M g g AR A A A ar A b M A LAV R g LV AR ARV ES A v i s Y BN L AN AR AR AN g AR AR A A s ar e b e A A i B BR B AN A i)

113,122,129, A AAA G

137, 140, 143,
147
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KG114_JC41 GC 30, 153, 224 CCG CT,C G,C,G

KG141_Ma847 Gc 123,134 A G G, A G, G
30, 47, 57, 60,

KG153_ATAGB1 GC 83, 89,135,142, C(CCACGAGCT CCATGAGCT T,TT1TAGAGA
147
24,38,42,57,

KG164_HTC2_11412 CO-LOC 87,108, 114, CCTACCCGCT CCTACTTGCT G,G,GCTTTATC

135, 141, 147

KG167_HtC2_1255C2-
411

CO-LOC 49,127, 144,175 G,G,CA G,G,TA TATG

KG177_HTC10_11102 CO-LOC 118, 273 CA TA C.C

KG190_FFBS_C1455_S3.

4.5.6 CO-LOC 44,140, 184,216 AT,CA G,C,CA T,CG,T

KG205_BnC12_2975 CO-LOC 128, 217 G,T T,T G,C
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KG212_EgFATB2.2 GC 121, 135 GA T,A T,G
KG217_PDAT_2 GC 104, 107 AT T,T AA
KG233_ASP1 GC 52,254 T,G T,C G,C
26, 28, 29, 31,
51,52, 53,59,
KG242_EGETR_F2R2 GC 62 86.95 115 GAACCCTG,TCCTTTT GAACTCTG,TCCT,TT,T AG,GATTCAATTCACA
129, 140, 146
KG244_EgMAX4_FIR1  GC 54,78 AC G,C AA
21, 38, 119, 136,
KG246_EgARF1 GC 162, 197, 206, CATG,G,G,G,T C,G,AAAAAAA T,ATG,G,G,G,T
213
KG252_AIL5 GC 101, 153 T,C T,G C,G
KG258_P0O3_5-7 CO-LOC 94, 121 G,T G,C AC
KG264_P0O3_5-13 CO-LOC 40, 80 AC AG G,G
KG31_atpB GC 21,79 AC AT G,C
Tabla 9.3: Alelos y haplotipos observados para cada gen candidato con 4, 5y 6 patrones.
GC_CEBADOR ORIGEN POSICION Al A2 A3 A4
CDA40_B64_CG46 TDF 60, 100 GG GA AG AA
KG138_M9619 CO-LOC 29, 38, 107, 154 AACG AATA GATA G,G,TA
KG185_FFB2_C6_S1.2 CO-LOC 69,139,184,235 CT,G,C TGAC TTAA T,T,AC
KG197_BnC2_1289 CO-LOC 49,76, 102 CC.C T,C,C C,G,C C,GT
KG271_VIR GC 46, 54, 63, 103, 209 AGATA ACATA G,CATT G,C,G,AA
P44_MG6ASA GC 30,49,73,123 C,G,C,G C,T,CG CT,T,G TTTA
GC_CEBADOR ORIGEN POSICION Al A2 A3 A4 A5
KG250_EgPINF3-6_PIN1 CO-LOC 66, 68, 72, 235 ATG,T G,CAT G,TAA GTAT G,T,G,T
GC_CEBADOR ORIGEN POSICION Al A2 A3 A4 A5 A6
KG234_ASP2 GC 39, 40, 50, 84, 87, 127, 169 C,G,TAACA C,G,TAATA C,G,T,GACA T,A,CA,G,CA T,G,CAG,CA T,G,C,AG,CG
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Tabla 9.4: Genes candidatos y niumero de valores perdidos en el conjunto de genotipos. GC_CEBADOR= Nombre del gen candidato y su cebador correspondiente; VP=nUmero de valores
pérdidos enel conjunto de los 242 genotipos para ese GC.
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103

105

133

153

191
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Anexo 10: Datos fenotipicos

Tabla 10.1: Valores fenotipico medios para cada caracter en cada genotipo de estudio. Estos valores fueron
tomados durante 10 afios continuados hasta que las palmeras cumplieron los 15 afios de edad CRUCES: Parentales
femeninos (Dura): CH= Chemara, D=Dami , HC=Harrison Crossfield y M=Mardi. Parentales masculinos (Pisifera): A=
Avros,Da= Dami Komposit, E= Ekona, G= Ghana, L= La Mé, N= Nigeria y Y= Yangambi.BN= Numero de medio de
racimos/palmera/afio; BW=Peso medio del racimo/afio (Kg); CPO=Rendimiento de aceite/hectarea/afio
(ton/ha/afio); FN=NUmero medio de frutos por racimo; FW=Peso medio del fruto (g); HT=Altura de tallo (cm);
MF=Ratio de pulpa o mesocarpio humedo con respecto al fruto (%); OWM= Ratio de aceite con respecto al peso
seco de pulpa o mesocarpio (%).

GENOTIPO CRUCE BN BW CPO FN FW HT MF OWM
(Kg) _(Ton/ha/afio (8) (cm) (%) (%)
403/14 DxE 8,5 15,6 3,8 1001 9 47 92,9 49,5
403/16 DxE 10,9 145 34 1230 7,8 58 71,2 45,2
405/5 DxE 11 15,2 5,6 2515 4,5 49 76,6 61
405/16 DxE 11,3 14,7 3,7 1196 7,1 49 68,8 43,8
405/20 DxE 9 155 5,1 1200 8,7 45 88,7 54,6
405/33 DxE 11,4 12,2 3 792 8,6 45 68,9 534
433/10 DxA 11 139 2 1046 8,3 52 76,4 28,6
433/13 DxA 12,1 14,1 49 1114 7 45 74,6 64,1
438/2 DxL 8,8 219 4,8 1414 8 78 84,8 52,5
438/36 DxL 10,2 13,5 3,5 966 9,8 65 73,6 50,5
440/30 DxDa 11,2 11,8 2,7 664 6,7 100 82,9 54,1
440/36 DxDa 9,8 14,4 3,7 1026 8 44 82,4 504
446/8 DxN 12,2 15 4,2 1082 9,4 88 66,1 50,4
446/20 DxN 8,9 11,2 2,9 1169 6,2 37 74,6 54,8
455/45 DxA 17,5 14,3 5,3 709 11,4 96 82 44
461/26 DxA 7,1 17,8 3,8 1345 8,2 61 84,7 58,2
461/31 DxA 8,1 16,1 1,8 977 10,7 63 79,7 27,7
462/29 ChxA 9,5 16,1 3,6 506 19,9 94,8 81,6 42,2
462/30 ChxA 8,5 146 3,4 1448 6,6 60 78,5 59,8
474/3 DxA 9,6 13,8 2,8 441 194 77 77,6 47,7
474/39 DxA 145 14,6 49 1722 5,8 62 71,6 47,8
476/14 ChxN 8,7 14,7 3,4 498 15,5 77 86,1 46,8
476/16 ChxN 9,1 17,6 5,3 1963 6,4 58 84,7 58,4
476/33 ChxN 11,4 151 6,8 522 20,6 70 87 54,3
476/45 ChxN 9,2 145 3,7 1325 8,2 65 74,1 49,9
478/39 DxE 9,4 15,3 5,1 1285 8 94 83,7 62,4
485/45 DxE 143 13,6 6,4 812 10,3 81 87,8 60,9
485/48 DxE 6,8 13,6 3 1365 6,5 58 81,7 60,2
486/1 DxA 6,8 124 1,5 588 10,8 39 77 50,8
497/3 HCxA 9,7 13,9 4,2 2070 4,9 61 77,2 49,6
497/26 HCxA 13,4 14 7,5 1120 9 63 78,3 61,2
503/25 DxE 10,6 14,7 2,6 1353 7,2 67 72,4 31,3
503/43 DxE 9,8 20,4 4,9 1042 122 71 85,1 524
504/10 ChxE 9,5 12 2,7 785 7,8 45 85,3 49,1
504/24 ChxE 12,8 159 5,8 825 13,3 091 80,8 50,2
505/42 ChxG 9,2 145 2,9 589 12,5 43 86,8 43,6
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509/41 ChxE 66 142 24 1273 7,1 52 77,4 52,2

524/24 DxE 10,4 13,7 3,1 1021 9,2 102 80,4 43,1

538/43 ChxA 10,2 13,6

Sy
~

891 109 71 88,3 53,3

’

566/48 ChxDa 156 135 5,4 1195 7,2 56 72,4 55,4

573/39 DxL 79 223 41 1321 10,1 77 80,5 56,4

574/39 DxDa 7,3 15,4 19 954 98 34 73,4 40,6

589/1 HCxE 82 126 22 239 26,7 55 86,9 46

589/32 HCxE 12,8 163 2,8 1385 6,6 61 80,2 31,8

591/48 CHxN 11,6 12,1 4,6 716 11,2 49 78,2 57,8

594/27 CHxA 17 151 7,5 1134 9 80 78,2 57,9

624/24 HCxG 11,8 128 4 1021 8,7 87 81,3 46,4

626/6 HCxDa 13,5 14 55 764 12,9 98 80,7 54,2

640/6 DxE 10,3 14 6,9 1656 6,6 49 88 62

640/7 DxE 9 14,8 24 1311 7,4 46 81,2 36,6

643/14 HCxN 152 143 7 709 11,3 51 77,1 62,7

644/18 DxN 10,2 155 3,2 726 13,4 47 72,8 48,2

644/38 DxN 99 126 3,3 580 10,1 64 91,6 51,9

648/4 DxE 12,8 148 4 651 12 92 80,7 45

654/13 DxG 93 154 19 895 83 57 76,1 33,4

657/31 DxDa 16,7 14,1 4,9 968 9,6 59 81 38,6

668/42 DxN 13,5 141 7,2 864 11,2 64 80,8 61,7

677/3 DxE 11,3 163 5,5 2221 54 86 76,2 56,2

677/24 DxE 12,1 158 6,3 1353 8 66 81,9 62,4
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680/6 DxN 12,3 143 3,8 1326 6,8 53 69,2 48,2

680/37 DxN 10,4 13,7 3 742 10,7 65 79,4 40,7

683/42 DxA 9,4 17,1 39 1177 99 58 68,8 53,4

686/37 DxDa 16,3 13,2 7,4 1098 8,5 68 77,2 60,8

688/7 DxA 89 124 3 1002 89 44 72,6 53,2

690/27 CHxG 89 11,7

g
[N}

513 15,4 63 79,6 38,3

693/12 DxE 11,2 17,6

s
-

1962 6,1 75 80,9 39,9

699/17 DxA 83 13,9

N
©

823 9,2 48 78 54,3

713/19 HCxG 12 16,2

s
-

571 12,7 63 71,6 60,6

726/28 HCxE 8,7 13,6

w
[

1319 7,1 49 92,6 55,3

731/11 DxY 99 153

w
5}

1386 7,9 55 69,9 45,3

738/38 CHxN 11,4 164 3,4 337 19,5 52 93 45,9

748/22 CHxN 83 17,6

P
&)

502 19,9 82 88,5 55,5

752/8 DxA 95 17,4

[e)]

1343 84 97 84,3 63,1

752/34 DxA 9,7 163 49 1263 82 72 79 69,7

753/11 DxDa 10 183 3,1 1008 12,5 78 86 30,6

760/8 DxY 81 238 3,2 1599 84 70 73,2 50

760/45 DxY 10,1 14,2 3,3 252 30,7 84 77,6 56,4

770/4 DxG 12,7 169 3,2 1308 9 70 76 28

773/15 DxN 92 13,3 3,5 548 18,4 46 78,8 47,7

778/4 HCxE 82 129 16 1187 4,6 49 856 39,4

820/15 CHxE 7 20,6 3,5 1429 9,7 57 70,8 53,3

837/3 DxA 15,1 14 5,6 907 93 58 83,2 51,7
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847/9 DxY 7,9 12,7 2.2 976 84 51 75 48,1

855/35 HCxN 11,6 156 2,8 437 9,6 56 76,8 67,3

859/24 CHxN 95 14 4 955 10 51 77,9 52,9

861/14 DxDa 14,8 16,7 7 1399 8,2 68 74,8 54,3

861/40 DxDa 6,7 152 1,8 1175 86 45 72,7 345

866/44 HCxA 12,4 153 5,4 538 19,7 69 859 49,9

880/26 HCxN 9,7 156 5,1 857 10,8 61 89,3 61,2

881/44 HCxA 13,2 14,2 3,8 588 12 56 85,1 43,1

829/13 CHxN 91 154 24 1733 57 58 83,1 36,8

552/25 MxN 98 149 2 221 13,7 73 82,5 46,2

718/6 DxDa 9 148 3 1016 9,5 54 84,1 41,6

773/48 DxN 7,8 16,5 2,7 1203 98 56 63,8 44,5

804/34 (CHXHC)xDa 9,9 14,5 29 893 7,5 55 79,4 47

505/45 CHxG 10,6 158 4,9 568 18 73 80,3 51

505/17 CHxG 87 192 45 1072 12,7 73 79,8 50,2

625/36 CHxLa 94 195 49 1098 11,9 56 78,4 55,8

731/22 DxY 83 136 22 444 14,1 74 89,6 45,3

505/26 CHxG 11,5 12,6 5,4 688 14,3 42 73,8 61,2

658/2 DxE 144 144 6,4 474 19,1 56 84,5 53,5

831/13 DxG 11,5 159 4.1 1224 7,8 56 78,7 46,7

440/46 DxDa 8,5 12,6 19 784 8,1 36 78,2 49,5

578/3 HCxE 86 161 3 2171 4,7 57 84,7 40,8

840/34 HCxDa 11,9 14,6 3,7 447 22,3 69 80,4 40,1
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840/8
557/31
626/41
776/6
776/42
855/36
580/33
864/16
651/20
651/18
593/38
593/42
816/192
519/44
519/24
547/17
547/24
778/232
788/40
718/22
476/28
557/7
818/32
486/12
526/34
635/48
681/5
681/31
531/30
430/19
430/33
557/28
657/13
690/4
690/9
724/27
724/30
855/19
855/30
884/28
808/8
422/13
422/41
531/47
538/33
697/8

HCxDa
CHxG
HCxDa
DxDa
DxDa
HCxN
HCxA
HCxG
DxDa
DxDa
CHxE
CHxE
HCxG
CHxDa
CHxDa
ChxDa
ChxDa
HCxE
DxY
DxDa
CHxN
ChxG
HCxA
DxA
ChxA
CHxN
DxN
DxN
HCxA
DxE
DxE
ChxG
DxDa
CHxG
CHxG
(CHXHC)xY
(CHxHC)xY
HCxN
HCxN
CHxG
DxN
CHxE
CHxE
HCxA
ChxA
(CHXHC)xG

9,7
12,4
9,8
11,9
7,1
12,4
12,2
12,2
8,8
8,4
16,7
7,7
18,3
16,3
7,4
7,5
7,4
8,3
9,2
7,8
10,4
12
8,4
11,4
7,1

12,7
7,4
12
13,6
13,2
8,3
11,8
10,1
10,5
7,6
10,3
12,1
8,2
5,7
10,4
9,7
9,5
9,8
9,7
9

16,3
16

16,8
15,3
14

16,5
15

14,6
16,7
15,2
13,5
14,9
12,3
15,1
14,1
22

14,5
21,6
11,3
21,9
13

14,3
13,9
14,9
13,8
13,4
17,6
15,3
15,2
13,2
12

18,2
14,9
16,1
14,4
17,3
15,5
16,3
17,1
14,1
15,8
13,6
15,9
15

16,2
13,4

3,4
5,2
2,8
5,2
2,5
4,6
51
6,3
3,1
3,7

3,6
6,5
4,4
3,1
3,5
2,7
3,1
2,6
3,4

2,4
6,8
2,1
1,7
9,3
2,5

5,4
3,6
4,1
2,8
3,8
2,5
3,7
4,4
4,2
5,4

3,4
2,4
31
3,8
2,6

1450
1115
837
586
1409
1881
1047
874
1164
946
773
1101
920
905
889
1264
919
1158
419
1294
1320
850,8
913
1380
1009
936
1273
1265
975
2376
390,8
674,4
2473,9
2090
565,9
479
1225
460
1126
226
1392
279
1440
898
1311
827

6,9
7,9
11,9
19
6,8
5,4
7,4
9,1
7,7
9,7
9,3
8,7
8,5
9,2
10,2
12,9
10,9
10,5
14,6
10,8
6,9
10,6
9,7
8,2
8,9
9,9
8,9
7,5
10,8
4,1
10,2
13,2
3,8
53
11,7
24,5
8,2
25,2
8,7
26,1
6,7
28,3
6,5
11,4

10,8

62
62
68
63
68
43
52
77
40
77
90
61
68
49
72
78
74
67
51
41
66
39
70
64
46
72
62
101,8
66
61
65
60
68
48
61
70
62
50
77
75
52
54
48,1
105,1
31,6

78,6
77,3
77,7
90,9
73,5
73,3
83,3
83

69,1
76,5
85,1
82,1
87,5
73

71,2
75,1
77,4
77,5
83,6
78,4
80,2
77,2
81,3
92,2
78,9
72,1
86,2
80,7
88,7
76,4
84,2
84,4
66,2
73,2
75,9
79,3
76

75,1
86,3
67,4
80,2
88,3
73,6
78,5
78,8
76,8

43,9
67,3
36,1
48,4
44,2
48,2
57,4
60,9
51,8
60,8
51,3
60,9
48,4
43,3
54,2
40,4
44,4
40,9
50,4
48

46,9
50,7
35

65,9
44,3
39,7
65,9
47,2
60,2
55,7
49,6
60

39,3
48,3
44,7
47,2
50,5
37,1
64,4
42,3
59,1
47

33

44,8
47,8
44,3
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670/36 (CHXHC)xY 93 149 3,2 769 11,7 44,4 82,4 43,7

756/35 DxA 9,1 13,6 3,6 890 10,7 48,6 84,2 458

454/6 DxN 11,2 10,3 3,7 729 82 44 89,6 50,5

626/35 HCxDa 8,2 14,9 4,7 1091 9,1 50 86,1 62,6

744/29 CHxDa 9,5 12,1 31 718 10,1 48 88,9 46,1

818/28 HCxA 10 145 5 959 99 58 89,2 51

622/28 DxA 12 12,5 59 1019 7,3 62 81,8 65

711/10 DxA 98 153 51 532 13,4 51 86 63,5

837/43 DxA 13 15,2 5,7 955 9 64 82 64,8

261



ANEXOS

Anexo 11: Posicionamiento en el mapa y desequilibrio de ligamiento.

Tabla 12.1: Posicionamiento en el mapa de los 142 SNPs e Indels pertenecientes a los genes candidatos bialélicos que continuaron en el estudio para su asociacion con los caracteres de
interés. GC= Gen candidato; SNP= Variacién encontrada; POS_MAP= posicién en el mapa en pares de bases (pb).

GC SNP POS_MAP GC SNP POS_MAP GC SNP POS_MAP GC SNP POS_MAP
KG179_FFB1_CL1016_S1.2 A/C 21685874 KG117_JC55 A/C 14759294 A/G 12588990 KG70_BAK1  T/C 25407491

C/G 21688462 | GL-5 KG214_EgWRI1.1 T/G 39792450 T/C 12588991 C/T 25407509

GL-1 KG135_M3117 A/C 21688567 KG269_EgNAC C/G 40852043 T/C 12589000 T/G 27325322
KG257_P03_5-5 -/A 39990125 P39_W056942 C/T 40852593 T/A 12589007 A/G 27325314

A/T 50297077 G/T 33052707 T/A 12589008 C/- 27325300

KG276_PYRKIN T/A 50297078 | GL-6 KG186_FFB6_C2082_S1 C/A 33052739 T/C 12589011 T/C 27325297

A/G 6792342 KG187_FFB6_C3684_S1 C/T 33630083 A/G 12589013 T/A 27325285

GLO2 C/T 6792272 KG272_OLEOYL G/T 1586126 | GL-10 G/A 12589018 G/C 27325283
KG288_EgTPase G/T 8992884 KG142_M2252 A/G 12193246 A/G 12589019 G/A 27325282
KG154_DDB1CUL4 C/T 9118625 KG200_BnC7_3962 T/C 12213973 C/A 12589020 6L-13 G/A 27325279
KG180_FFB2_C4663_S1.2 A/G 13183483 A/G 12405701 A/C 12589026 G/C 27325275

C/T 28517614 T/C 12405716 C/T 12589065 G/T 27325270

oL2 T/G 28517750 | GL-7 C/G 12405731 CDA24_B44 A/G 12589069 G/C 27325268
KG196_BnC2_10C3-629  A/C 28517852 A/C 12405749 G/C 22949604 C/G 27325251

G/T 31047861 C/A 12405773 KG27_BKACPII_1 C/A 22949603 G/A 27325252

A/G 31047886 T/C 12405776 KG245_EgBRX C/T 23849092 G/C 27325247

T/C 31047899 A/G 12405785 KG261_P0O3_5-10 A/G 11857044 C/T 27325241

KG181_FFB2_C4741.S3  G/A 3104799 c/T 12405791 | 8¥11 kG192 _FFB11_C1_S1 C/T 20181679 /G 27325228
KG182_FFB2_C3566_S9  A/G 31308475 KG143_M3256 T/A 12405794 KG193_FFB11_C1741_S3.4 A/T 20333800 P74_PAT9 T/C 27325227
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KG183_FFB2_C2_S1 A/G 31455617 C/A 12405812 KG194_FFB11_C3877_S4 G/T 20390248 C/A 27325219

KG268_EgMBAGL2-3 C/G 33901095 KG140_M43696 G/A 16118918 KG270_EgPPGL A/T 8353663 KG155_ELO2  C/T 1363229

A/G 59000784 KG121_MADS11-1 G/T 16866532 C/T 8353662 KG157_RPL1I0 A/G 5029668

KG105_PSli1 G/T 59000929 KG274_LIPOIC A/G 18432098 P77_PAT11 C/G 9941050 P13_QM A/G 5029668

CDA22_B42 A/G 3072707 KG201_BnC8_761 G/T 4351911 | GL-12 P64_PAT4 C/T 15018030 A/G 11183745

T/C 3072703 ou KG175_HtC81026C1-144 C/G 23228525 CDA43_B67 C/T 22093559 | GL-14 T/C 11183795

GL-3 KG148_MUM4 C/T 8044652 P66_PAT6 A/C 27075522 T/G 28135331 P78_PAT12 A/T 11183813

KG124_AG1 C/T 8101287 KG254_PLT2 A/C 15548277 C/A 28135362 P79_PAT13 G/T 14557531

KG260_PO3_5-9 T/C 31732461 A/G 34725105 KG29_GLUT1 G/A 28135380 KG75_GID1 C/G 22469941

KG198_BnC3_792 A/T 32128143 C/T 34725099 KG195_FFB13_C2168_S1 A/T 22806533 C/T 23021116

KG171_HtC4_4489 A/T 4462591 C/T 34725096 KG70_BAK1 A/T 25407401 KG11_M8373 C/T 23021107

A/C 27102777 62 A/T 34725093 A/G 25407413 KG125_SQUA3 C/T 13726804

GL-4 T/C 27102808 G/T 34725068 oL13 G/C 25407434 | GL-15 G/T 19066802

KG118_JC59 T/A 27102841 C/G 34725053 T/C 25407458 C/G 19066803

KG80_EIN4 C/G 31379073 T/C 34725050 A/G 25407467 KG39_BKACPIIl A/C 19066804

KG290_EgDSI A/G 56149310 P62_PAT2 T/G 34725017 C/T 25407485 C/T 21166223
GL-16

KG106_PSI2  C/T 21166205
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Figura 11.1a: Mapas de DL desde el cromosoma 1 al cromosoma 7.
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Figura 11.1b: Mapas de DL desde el cromosoma 8 al cromosoma 16.
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CR.3 CR.4

CR.2

CR.6

CR.12 CR.13 CR.14 CR. 15 CR. 16

Figura 11.2: Haplotipos formados por los marcadores SNP de algunos genes candidatos a nivel inter-locus y/o intra-locus. En cada cromosoma (CR.n) se muestra los alelos de cada gen
candidato sobre 1 (valor total) presentes en la poblacién, y el valor D' (abajo) cuando existe probabilidad de heredarse conjuntamente.
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Anexo 12: Analisis de Componentes Principales (ACP) y estructura poblacional.

Tabla 12.1:Matriz P de componentes principales. Esta matriz muestra la correlacidon de cada componente principal

con cada variable (genotipo). COD= genotipo; CRUCE: procedencia de sus parentales. CPn=Componente principal.

<COD> CRUCE CcpP1 CcpP2 CcP3 <COD> CRUCE CcpP1 cpP2 cpP3

1111 DxE 1.342 -0.041 0.693 1332 CHxE 0.323 0.006  -0.099
1112 DxE -0.353 1.017 0.643 1333 CHxE 0.177 0.036 0.036
1113 DxE -0.424 0.444 0.841 1334 DxE -0.476 0.572 0.792
1114 DxE -0.601 1.188 -0.627 1341 DxE 0.124 0.824 -0.710
1121 DxE 0.913 -0.418 0.131 1342 CHxA -0.784 -0.277 0.103
1122 DxE 0.209 -0.240 0.259 1343 CHxA 1.036 -0.265 -0.087
1123 DxE 0.151 -0.217 0.003 1344 HCxA -0.721  -0.237 0.225
1124 DxE 0.974 -0.438 0.006 1411 HCxA -0.753 -0.311 0.178
1131 DxA 0.916  -0.622 0.048 1412 CHxA 0.015 -0.332 0.149
1132 DxA 0.842 -0.610 0.040 1413 CHxA 0.340 0.346 0.915
1133 DxL 0.046 -0.396 -0.176 1414 CHxDa -0.540 1.807 -0.161
1134 DxL -0.740 -0.043 0.005 1421 CHxDa -0.343 0936 0.830
1141 DxDa 0.082 -0.148 0.098 1422 CHxDa -0.715 0.889  -0.459
1142 DxDa 0.370 0970 -0.807 1423 CHxG 0.456 1.733 -0.242
1143 DxN 1.093 -0.537 0.065 1424 CHxG -0.790 0.354 -0.042
1144 DxN 1.194 -0.129 -0.079 1431 CHxDa -0.675 0.108 0.168
1211 DxN 0.215 -0.235 -0.077 1432 DxL -0.589 0.570 1.057
1212 DxA -0.699 -0.215 0.265 1433 DxL -0.738 -0.102 0.377
1213 DxA 0.953 -0.409 0.057 1434 DxDa -0.826 0.078  0.248
1214 DxA -0.811  -0.377 0.337 1441 DxDa 0.198 -0.016 -0.210
1221 DxA 0.440 0.159 -0.069 1442 CHxA 0.054 -0.191 0.119
1222 CHxA -0.844 -0.204 0.228 1443 HCxE -0.608 0.611 -0.580
1223 CHxA -0.675 0.766 -0.768 1444 CHxA 0.452 0.428 0.828
1224 DxA -0.692 -0.161 0.059 2111 HCxE 0.288 -0.048 -0.111
1231 DxA 0.034 -0.435 0.227 2112 CHxN -0.542 0.344 0.015
1232 CHxN -0.842 1153 -0.607 2113 CHxN 0.289 1.003 -0.894
1233 CHxN -0.582 -0.281 0.135 2114 CHxE 1.233 0.840 -1.105
1234 CHxN 0.338 -0.031 -0.185 2121 CHxE -1.043 -0.536 -0.650
1241 CHxN 0.239 0.375 -0.267 2122 CHxA -0.590 1.019 -0.700
1242 DxE 0.078 -0.483 0.216 2123 CHxA -0.603 0.368 0.708
1243 DxE 0.171  -0.242 0.206 2124 DxA -0.792 -0.261 0.137
1244 DxE -0.739 -0.385 0.118 2131 DxA 0.786 0.249 -0.514
1311 DxA 0.977 -0.486 -0.005 2132 HCxG 1.031 -0.165 -0.286
1312 DxA 0.338 0.197 -0.124 2133 HCxG 1.095 0.120 -0.247
1313 HCxA -0.867 0.736  -0.592 2134 HCxDa 0.177 -0.095 -0.026
1314 HCxA -0.739 -0.041 -0.071 2141 HCxDa 0.289 0.443 0.720
1321 DxE 0.994 -0.415 0.051 2142 HCxDa 0.087 -1.230 0.973
1322 DxE 0.098 -0.448 0.286 2143 CHxN -0.567 0.118 0.235
1323 CHxE 0.138 0.008 0.178 2144 CHxN 0.273 0.822 -0.964
1324 CHxE 0.098 0.094 -0.122 2211 DxE 0.174 -0.104 -0.134
1331 CHxG 0.348 0.225 -0.180 2212 DxE 0.294 0.040 -0.168
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<COD> CRUCE CcpP1 CcpP2 CcP3 <COD> CRUCE CpP1 cpP2 cpP3

2213 CHxN 0.202 0.007 -0.050 2444 HCxG 0.161 -0.162 -0.015
2214 CHxN -0.575 0.290 0.116 3111 HCxE -0.541 0.068 0.279
2221 HCxN 0.241 -0.069 -0.071 3112 HCxE 0.186 -0.186 0.186
2222 HCxN -0.662 0.128 0.196 3113 DxY -0.736 -0.196 0.120
2223 DxN 0.284 0.007 -0.124 3114 CHxN 0.251 0.151 -0.200
2224 DxN 0.419 1147 -1.176 3121 CHxN 0.149 0.029 -0.018
2231 DxN 0.349 0.194 -0.234 3122 CHxDa -0.631 -0.103 0.235
2232 DxE 0.090 0.166 -0.259 3123 CHxDa 0.228 -0.215 0.276
2233 DxE 0.232 0.127 -0.209 3124 CHxN -0.640 -0.073 0.023
2234 DxE 1.123  0.155 -0.226 3131 CHxN -0.710 -0.037 0.197
2241 DxG 0.192 -0.036 -0.139 3132 CHxN -0.578 0.089  -0.097
2242 DxG 1.003 -0.190 -0.245 3133 DxA -0.704 -0.529 0.256
2243 DxDa 0.190 0.010 -0.186 3134 DxA -0.516 0.220 -0.092
2244 DxDa -0.558 0.047 -0.138 3141 DxA -0.736  -0.275 0.264
2311 DxN 1.236 -0.370 0.087 3142 DxA 1.163 -0.117 0.717
2312 DxN 1.065 -1.232 -0.725 3143 DxDa 1.023 -0.207 0.044
2313 (CHXHC)xY -0.861 -1.052 -0.534 3144 DxDa 0.093 -0.364 0.049
2314 (CHxXHC)xY -0.343 0.509 0.973 3211 DxY 1.157 -0.196 -0.156
2321 DxE 1.201 -0.089 0.979 3212 DxY -0.636 -0.463 -0.712
2322 DxE 1.165 -0.343 -0.025 3213 DxY -0.355 0.664 0.679
2323 DxE 0.851 -1.210 -0.752 3214 DxY -0.794 -0.279 -0.547
2324 DxE 1.405 0.500 0.677 3221 DxG 0.345 0469 0.771
2331 DxN 0.481 0.202 0.648 3222 DxG 0.310 -0.394 -0.085
2332 DxN -0.904 -0.848 -0.512 3223 DxN 1.455 0.618 0.454
2333 DxN 0.016 -0.987 -0.615 3224 DxN 0.433 0.121 -0.091
2334 DxA 0.167 -0.886 -0.076 3231 HCxE 0.228 -0.065 0.029
2341 DxA -1.034 -0.975 -0.419 3232 HCxE -0.871 -1.011 -0.626
2342 DxA 0.036 -1.264 -0.795 3233 DxY -0.439 0.389 0.947
2343 DxDa -0.041 -0.352 0.242 3234 CHxN 0.327 0.159 -0.230
2344 DxA 1321 0346 0.784 3241 HCxG 0.387 0.524 0.769
2411 DxA 0.155 -0.208 -0.153 3242 HCxA -0.030 -1.007 -0.815
2412 CHxG 0.340 0.429 0.660 3243 CHxE 0.233 -0.033 0.057
2413 CHxG -0.711 0.058  -0.095 3244 CHxE -0.575 0.350 1.043
2414 CHxG 0.928 -0.294 -0.333 3311 DxA -0.807 -0.453 0.316
2421 CHxG 0.067 -0.245 0.158 3312 DxA -0.654 -0.283 0.274
2422 DxE 1.226 -0.133 -0.156 3313 DxY -0.541 -0.029 0.225
2423 DxE 1.028 -0.218 -0.078 3314 DxY 1.163 -0.359 -0.072
2424 (CHXHC)xG -0.716 0.125 -0.169 3321 HCxN 0.351 -0.223 -0.035
2431 (CHXHC)xY -0.540 -0.198 -0.173 3322 HCxN -0.604 -0.146 0.180
2432 (CHXHC)xY -0.449 0.158 -0.024 3323 HCxN 0.271 0.063 0.080
2433 DxA -0.742 -0.314 0.018 3324 HCxN 0.346  0.043 -0.009
2434 DxA -0.763 0.081  -0.049 3331 CHxN 0.132 -0.193 0.140
2441 HCxG 1.020 -0.271 -0.086 3332 CHxN 0.321 0.053 -0.265
2442 (CHXHC)xY -0.566 0.243  -0.087 3333 DxDa -0.966 0.020 0.128
2443 (CHXHC)xY 0.392 0.067 -0.172 3334 DxDa -0.637 -0.003 0.127
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<COD> CRUCE CcpP1 CcpP2 CcP3 <COD> CRUCE CpP1 cpP2 cpP3
3341 DxDa 0.300 0.164 -0.222 4211 DxDa -0.555 0.080 0.127
3342 HCxA 0.154 -0.455 0.221 4212 DxDa 0.254 0.226  1.009
3343 HCxA 0.046  -0.357 0.255 4213 (CHXHC)xY -0.558 0.117 -0.126
3344 HCxN -0.572  -0.225 0.098 4214 (CHXHC)xY 1222 1.201 -0.070
3411 HCxN 0.246  -0.137 0.049 4221 DxY -0.488 0.245 1.163
3412 HCxA -0.682 -0.246 0.193 4222 DxY -0.531 0.590 1.078
3413 HCxA -0.735 -0.269 0.310 4223 DxA 1.214 0.216  0.487
3414 CHxG -0.651 0.050 -0.257 4224 DxA 1.127 0.009 0.779
3421 DxN 0.223 -0.301 0.045 4231 HCxA -0.879 -0.972 -0.711
3422 DxN -0.591 1.021 -0.642 4232 HCxA 0.438 0.343 0.888
3423 CHxN 1.089 -0.201 -0.064 4233 CHxG 0.363 0.446 0.518
3424 CHxN -0.610 0.138 -0.019 4234 CHxG 0.009 0420 -1.671
3431 MxN 0.191 0.025 -0.094 4241 DxE -0.846 -1.848 0.191
3432 MxN 0.244 0.547 -0.749 4242 DxE -0.782 0.220 -1.506
3433 DxDa 0.078 -0.178 0.073 4243 DxG -0.398 0.596 1.086
3434 DxN 1.273  -1.525 0.975 4244 DxG -0.018 0.164 -1.662
3441 DxN 0.221 -0.180 0.080 4311 DxA -0.809 0.657 -0.541
3442 CHxDa -0.602 -0.063 0.126 4312 DxA -0.851 -0.410 0.347
3443 CHxDa -0.740 -0.067 0.152 4313 DxDa 0.332 1.140 -0.881
3444 DxA -0.692 0.001 -0.052 4314 DxDa -0.708 -0.045 0.218
4111 DxA 0.108 -0.140 -0.120 4321 HCxE -0.815 -1.177 0.993
4112 (CHxHC)xDa 0.944 -0.674 -1.149 4322 HCxE 0.318 1.047 -0.882
4113 (CHxHC)xDa -0.830 -0.466 -0.831 4323 DxN 0.304 0.229 -0.198
4114 DxE 1.074 0.900 0.013 4324 DxN -0.565 0.363 -0.130
4121 DxDa -0.722 -0.332 -0.960 4331 HCxDa -0.437 0.075 0.045
4122 CHxN 0.190 0.061 -0.145 4332 HCxDa 0.088 -1.121 1.029
4124 CHxG 0.359 1.073 0.454 4333 CHxG -0.573 0.777  0.757
4131 HCxA 0.296 0.164 0.901 4342 HCxDa 0.098 0.959 -0.770
4132 HCxG -0.008 -0.831 -0.879 4343 DxDa -0.847 0.092 0.374
4133 HCxG 0.800 -0.742 -0.842 4344 DxDa -0.571 0.358 1.188
4134 CHxG -0.532 -0.172 -1.102 4411 HCxN 1.190 0.736 -0.886
4141 CHxE -0.853 -0.852 -0.699

4142 CHxE -0.209 -0.918 -0.521

4143 DxE -0.550 0.185 0.119

4144 CHxLa -0.434 0.479 0.922
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Tabla 12.2: Eigenvalor explicado por cada componente principal y la varianza individual y acumulada explicada para
cada componente.

PC Eigenvalor Proporcion del total Proporcion acumulada
1 0.43661 0.09638 0.09638
2 0.29481 0.06508 0.16146
3  0.27867 0.06151 0.22297
4 0.24222 0.05347 0.27644
5 0.2341 0.05168 0.32811
6 0.19729 0.04355 0.37166
7 0.17147 0.03785 0.40951
8 0.16443 0.0363 0.44581
9  0.15139 0.03342 0.47922
10 0.14546 0.03211 0.51133
11 0.1298 0.02865 0.53999
12 0.12384 0.02734 0.56732
13 0.11411 0.02519 0.59251
14 0.10676 0.02357 0.61608
15 0.1036 0.02287 0.63895
16 0.09789 0.02161 0.66056
17 0.09177 0.02026 0.68081
18 0.08233 0.01817 0.69899
19 0.08015 0.01769 0.71668
20 0.07321 0.01616 0.73284
21 0.0704 0.01554 0.74838
22 0.06912 0.01526 0.76364
23  0.06685 0.01476 0.7784
24 0.06009 0.01326 0.79166
25 0.05526 0.0122 0.80386
26 0.05394 0.01191 0.81576
27 0.05139 0.01134 0.82711
28 0.04869 0.01075 0.83786
29 0.04805 0.01061 0.84846
30 0.04434 0.00979 0.85825
31 0.04546 0.01003 0.86829
32 7.12E-04 1.57E-04 0.86844
33 0.00147 3.26E-04 0.86877
34 0.00267 5.89E-04 0.86936
35 0.00189 4.18E-04 0.86978
36 0.002 4.42E-04 0.87022
37 0.00513 0.00113 0.87135
38 0.0064 0.00141 0.87276
39 0.00723 0.00159 0.87436
40 0.00882 0.00195 0.8763
41 0.00854 0.00189 0.87819
42 0.01056 0.00233 0.88052
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44 0.04186 0.00924 0.89238

46 0.03924 0.00866 0.90421

48 0.01714 0.00378 0.91647

50 0.03492 0.00771 0.93205

52 0.03405 0.00752 0.94683

54 0.02972 0.00656 0.9601

56 0.02666 0.00588 0.97007

58 0.01982 0.00437 0.98013

60 0.02186 0.00482 0.98957

ANEXOS

62 0.02369

0.00523

Tabla 12.3: Matriz Q de estructura poblacional.

<COoD> Q1 Q2

1112 0.02 0.98

1114 0.017 0.983

1122 0.967 0.033

1124 0.991 0.009

1132 0.992 0.008

1134 0.013 0.987

1142 0.963 0.037

1144 0.994 0.006

1212 0.014 0.986

1214 0.011 0.989

N|

<CODb> Q1 Q2

1223 0.013 0.987

1231 0.946 0.054

1233 0.012 0.988

1241 0.958 0.042

1243 0.946 0.054

1311 0.992 0.008

1313 0.008 0.992

1321 0.993 0.007

1323 0.934 0.066

1331 0.952 0.048
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1333 0.959 0.041

1341 0.934 0.066

1343 0.991 0.009

1411 0.012 0.988

1413 0.953 0.047

1421 0.041 0.959

1423 0.945 0.055

1431 0.014 0.986

1433 0.015 0.985

1441 0.946 0.054

1443 0.014 0.986

2111 0.954 0.046

2113 0.938 0.062

2121 0.009 0.991

2123 0.014 0.986

2131 0.992 0.008

2133 0.991 0.009

2141 0.937 0.063

2143 0.027 0.973

2211 0.947 0.053

2213 0.95 0.05

2221 0.959 0.041

2223 0.958 0.042

N|
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2231 0.947 0.053

2233 0.964 0.036

2241 0.936 0.064

2243 0.912 0.088

2311 0.993 0.007

2313 0.01 0.99

2321 0.992 0.008

2323 0.992 0.008

2331 0.941 0.059

2333 0.926 0.074

2341 0.012 0.988

2343 0.896 0.104

2411 0.945 0.055

2413 0.013 0.987

2421 0.939 0.061

2423 0.992 0.008

2431 0.015 0.985

2433 0.011 0.989

2441 0.993 0.007

2443 0.958 0.042

3111 0.023 0.977

3113 0.01 0.99

3121 0.944 0.056
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3123 0.954 0.046

3131 0.011 0.989

3133 0.015 0.985

3141 0.01 0.99

3143 0.991 0.009

3211 0.993 0.007

3213 0.016 0.984

3221 0.949 0.051

3223 0.994 0.006

3231 0.946 0.054

3233 0.011 0.989

3241 0.948 0.052

3243 0.946 0.054

3311 0.012 0.988

3313 0.016 0.984

3321 0.962 0.038

3323 0.95 0.05

3331 0.937 0.063

3333 0.012 0.988

3341 0.935 0.065

3343 0.905 0.095

3411 0.93 0.07

3413 0.011 0.989

N|
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3421 0.937 0.063

3423 0.993 0.007

3431 0.936 0.064

3433 0.939 0.061

3441 0.948 0.052

3443 0.021 0.979

4111 0.933 0.067

4113 0.016 0.984

4121 0.025 0.975

4124 0.953 0.047

4132 0.946 0.054

4134 0.022 0.978

4142 0.931 0.069

4144 0.019 0.981

4212 0.934 0.066

4214 0.992 0.008

4222 0.01 0.99

4224 0.992 0.008

4232 0.965 0.035

4234 0.92 0.08

4242 0.015 0.985

4244 0.958 0.042

4312 0.012 0.988
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4314 0.013 0.987

4342 0.918 0.082

4322 0.935 0.065

4344 0.013 0.987

4324 0.032 0.968

4332 0.944 0.056
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