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El mejoramiento del girasol, la segunda especie cayonproduccion de aceite
a nivel mundial, depende en gran medida de la introduccidlivdesidad genética de
material silvestre. El descubrimiento de restos de dajiradomesticado de
aproximadamente 4,000 afios de antigiedad en San Andrés, Tatngdica un origen
de domesticacion mas antiguo y posiblemente independiaritééxico con relacion al
este de Norteamérica. El objetivo del presente trdbajaletectar posiciones de loci de
caracteres cuantitativos (QTL’s) y estimar sus efegtnéticos, especialmente aquellos
relacionados con la domesticacion del girasol. Sajiaibn ocho caracteres: altura de

planta, nUmero y didmetro de capitulos, nUmero y pesaquenios, dias a floracién,



dias a madurez fisiolégica, y contenido de aceite de agjaemia el enfoque de mapeo
por intervalos en una poblacion de 149 lineas #ferivada de un cruzamiento de girasol
cultivado “HA89” (Helianthus annuu&. var. macrocarpugDC.) Cockerell) y silvestre
“Ac-8-2" (Helianthus annuus. ssp. texanusleiser). Para la evaluacion de la poblacion
F..3 en condiciones de campo, incluyendo los dos progenitseesitilizé el disefio
experimental de bloques incompletos al azar con doscepets.Para llevar a cabo los
analisis de QTL'’s se utilizé el software MapQTL 4.0némdo como base un mapa de
ligamiento genético de baja densidad basado en marcadétieB, &I cual cubre
581.452 cM en 17 grupos de ligamiento, y de acuerdo a los dédsrev@pas genéticos
publicados, este representa aproximadamente el 43.73% del pyodeddjenoma de
Helianthus annuud.. Se consideré un nivel de significancia estadisticarmplitud
gendmica de 0.05 en la deteccion de QTL’s. Para estalidecgalores criticos de los
estadisticos de prueba se realizaron pruebas de permutsai@mente para aquellos
grupos de ligamiento con un LOD score >1.5. Para determgaraaposible asociacion
caracter-marcador se realiz6 un ANOVA por locus individua ligado para cada
caracter evaluado en el software de andlisis de dafesr&ion 2.6.0). Se identificé un
QTL significativo con amplitud gendmica de 0.017 para pesagdenios. Asimismo, se
identificaron cinco QTL'’s sugestivos (aquellos mostrando significancia de amplitud
de grupo de ligamiento < 0.05, pero con valor de amplitud geaéac05) a través del
mapeo por intervalos para altura de planta, numero yedi@nde capitulos, nimero y
peso de aquenios. Los QTL’s detectados (incluyendo los siggstxplicaron de 7.1 al
11.9% de la varianza fenotipica para cinco caracteres evalu&doanalisis de
marcadores individuales identificé cuatro loci no ligados afectan al caracter nimero

de aquenios y dias a madurez fisioldgica en forma altans@mificativa P <0.001). El

Vi



contenido de aceite de aquenios en 83 lineas de girasol fldet26.16 a 43.10% a
través del método Blight y Dyer. Este estudio conirébal conocimiento de la genética
de la domesticacién del girasol, asi como en la geiderde marcadores para seleccion
con fines de mejoramiento genético, dirigido a la oresion de caracteres silvestres a

variedades de girasol elite.
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ABSTRACT

QTL ANALYSIS IN A SUNFLOWER MAPPING POPULATIONHelianthus annuus
L.) DERIVED FROM AN INTER-SUBSPECIFIC CROSS
By
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QTL.

The improvement of cultivated sunflower, the second largiéseed crop in the
world, depends largely on the introduction of genetic gditaerfrom wild species. The
discovery of 4,000 years old domesticated sunflower remio® San Andrés,
Tabasco, implies an earlier and possibly independeginarst domestication in México
than eastern North America. The purpose of the pretedy was to detect quantitative
trait loci (QTL’s) positions and its genetic effectsspecially those related with
sunflower domestication. Eight traits were evaluatedaralyzed by interval mapping:
plant height, branching, head diameter, number of asheashene weight, days to

flowering, days to physiological maturity, and seed oiiteat in a population of 149
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lines F.3, derived from the cross of a cultivated sunflower line 89A (Helianthus
annuusL. var. macrocarpugDC.) Cockerell), and a wild sunflower accession “A2-8-
(Helianthus annuuk. ssp.texanusHeiser). The kspopulation and its progenitors were
grown in field conditions, by using a random incomplete lblaesign with two
replications. QTL analyses were carried out in MapQHQ, in a low-density genetic
linkage map based on AFLP markers, which covers 581.452 cM dnkbge groups,
and it represents approximately 43.37 % of the avergi@anthus annuug. genome,
according to the genetic linkage maps published up to date. A genaa statistical
significance of 0.05 was used to detect QTL’s. To deterthieeempirical significance
threshold values, permutation tests were performed, anlynkage groups showing a
LOD score >1.5. Single marker-analyses using ANOVA peinked individual locus
for each trait evaluated was carried out to determinepasgible association marker-
trait in R (version 2.6.0). One QTL with genome-widengfigance of 0.017 for achene
weight was identified. Likewise, interval mapping idéatl five putative QTL’s (those
showing a linkage group-wide statistical significance < 0.0%,with a genome-wide
statistical significance > 0.05) for plant height, lafaing, head diameter, number of
achenes, and achene weight. All of QTL’'s detected engdai7.1 to 11.9% of the
phenotypic variance for five traits evaluat&ingle-marker analyses identified highly
significantly (P <0.001) four unlinked loci for number of achenes and days to
physiological maturity. The seed oil content in 83 swmép lines ranged from 20.16 to
43.10 % by the Blight and Dyer methaithis work will contribute to the knowledge of
the genetics of sunflower domestication, and it willegate markers for selection with

breeding purposes, aimed to wild trait introgression ie slinflower cultivars.
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I. INTRODUCCION

El este de Norteamérica es una de al menos se@esgdel mundo donde se
piensa que la agricultura se origin6 de manera indepdadiea principal evidencia de
esta hipoGtesis proviene de cambios morfoldégicos en gistre arqueobotanico
especificamente del cultivo de girasol. Recientemehggrasol se ha considerado como
el Unico cultivo domesticado en el este de Norteamé&iteembargo, el descubrimiento
de hace aproximadamente 4000 afios de restos de girasolidadweste San Andrés,
Tabasco, implica un origen mas antiguo y posiblement@émtiente de domesticacion
con relaciéon al este de Norteamérica, lo cual ha aktdo nuevas investigaciones sobre

el origen geografico del girasol domesticado (Lexttal 2001; Popet al 2001).

Una de las herramientas mas poderosas en el aproveabamde los recursos
genéticos silvestres son los mapas genéticos basadaeasresdores de DNA. El mapeo
genético es una herramienta muy importante en ehémento de la organizacion
gendmica y en la relacidbn entre genes y fenotipo. Un nggaético es una
representacion lineal o circular del orden de marcadoristancias entre estos en un
cromosoma(s) de un organismo. Uno de los objetivos eoratruccion de un mapa
genético es detectar y localizar los elementos gesétésponsables de la variacion en

un fenotipo de interés. El disefio del experimento de mayeducra el seleccionar el



tipo de cruza, las lineas progenitoras involucradas, un m@aa medir el fenotipo, y

una estrategia para la clasificacion de genotipos.

Tradicionalmente, las estrategias para clasificar ge®ty fenotipos han sido
evaluadas en términos de su poder para detectar un efeéticgehsto depende del
tamafio del efecto genético y la informacion en el exmarto (Senet al 2005). El
enfoque estandar para loci genéticos (QTL'S) que congibwgy la variacion en un
caracter cuantitativo hace uso de la suposicién que ilcitar ambiental residual sigue

una distribucién normgLander y Botstein, 1989).

La identificacion de LOCI DE CARACTERES CUANTITATIVO®TL'’s) es
de suma importancia para proporcionar un medio de respoestrespecto al control
genético de los caracteres cuantitativos. La base getextar QTL's es asociar la
variacion del fenotipo con los genotipos marcadores enpablacion segregante a
travées de métodos estadisticos. Muchos factores, ¢alee el tamafio del genoma,
densidad del mapa genético, informatividad de marcadorespsofercion de datos

perdidos, pueden afectar la distribucion del estadistiqyugba.

Los métodos de mapeo de QTL'’s pueden ser clasificaddgeeantes grupos de
acuerdo al namero de marcadores, modelos genéticos y enfagalkiticos aplicados.
Con el objetivo de detectar y/o localizar QTL’s, se puedensiderar dos métodos
estadisticos comunes. El primer enfoque se basa edldisde varianza (ANOVA), o
regresion lineal simple, llevando a cabo pruebas estadithasadas Unicamente en la

informacién de los marcadores de DNA. No se requiere ninggpa genético para el



analisis de marcador individual, y los calculos se masa medias fenotipicas y
varianzas dentro de cada una de las clases genotipliceguado, y mas utilizado, se
basa en los marcadores de DNA, en la estimacién fadaclzion de recombinacion entre
estos (o la distancia genética estimada), y en elilodbasado en maxima verosimilitud
o en un modelo de regresion incluyendo marcadores méaltfgles o mas) como
variables independientes. EI mapeo de loci de caractaesditativos (QTL’S) es un

analisis de la relacion entre el genotipo en variaaliariones gendmicas y el fenotipo
para un conjunto de caracteres cuantitativos en térmigosnimero, posiciones
genomicas, efectos, interaccion y pleitropia de QTksnsiderando la interaccién

ambiental.

La deteccion de un QTL depende de: (1) el tipo de cruza) {@narfio del efecto
del QTL, (3) el numero de individuos obtenidos, (4) la dedsitamarcadores, y (5) y
la rigidez del valor critico seleccionadice( nivel de significancia). Los principios en
los cuales se basa el mapeo de QTL’s son: (1) diskcterencia compleja de los
caracteres cuantitativos en factores mendelianos,o@lizar en el genoma dichos
factores, y (3) estimar los efectos de los QTL's.nfidpeo de QTL’s tiene como
objetivos fundamentales: (1) contar con informacion pbraacion basada en mapas vy,

(2) contar con marcadores para seleccién en mejortorgenético.

El girasol cultivado Klelianthus annuu4. var. macrocarpus(DC.) Cockerell)
especie diploide anual (2n = 2x = 34), es una de lasipairs fuentes para extraccion
de aceite de alta calidad en el mundo. Se han real@sadisis de QTL’s para contenido

de aceite en girasol (Le@t al 2003; Mokranket al 2002). El contenido de aceite en la


http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=523393#bib42#bib42
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=523393#bib37#bib37

semilla es un caracter determinado predominantemente genelipo materno, como
lo han demostrado cruzamientos reciprocos utilizaméadi de bajo y alto contenido de
aceite en aquenios de girasol (Pawlowski, 1964; Thomgisain1979; Haro-Ramireet

al. 2007).

El presente trabajo de investigacion contribuira abcomiento de la genética de
la domesticacion del girasol, generando marcadores lieaa a cabo la seleccion
asistida por marcadores (MAS), a través del analisi@Tées. De acuerdo a lo anterior

se plantearon los siguientes objetivos.

1.1. Objetivos

1. Formacion de lineas endogamicas recombinantes de girdkt)(

2. Deteccibn, localizacién y estimacion de efectos de '@ Télacionados con la
domesticacion del girasolHglianthus annuusL. var. macrocarpus (DC.)
Cockerell).

3. Determinar el contenido de aceite en aquenios de lineas rdsolgpara

determinar la posible presencia de QTL’s que afecten asdateristica.


http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=523393#bib46#bib46
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=523393#bib53#bib53

Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen del girasol cultivado

Antes de la colonizacién humana en Norte Améritaljanthus annuugstaba
restringido en forma silvestre, a lo que hoy es el seies los Estados Unidos (Heiser,
1978). En lo que respecta al girasol cultivado, se han &adon aquenios en
investigaciones arqueolégicas realizadas en la parteabdatEstados Unidos (Seiler y
Rieseberg, 1997). Por otro lado, existen nuevas evidenciasigieees que el girasol
fue domesticado primeramente en México, aunque se postula qiee sgreposible un

origen separado en los Estados Unidos (Piperno 2001; Bugke2002).

Esta idea del origen de domesticacion multiple entracanflicto con los
resultados del analisis de aloenzimas y DNA de clasdp$, que indica un virtual
monomorfismo en las lineas cultivadas, lo cual sugiererigen simple del girasol
domesticado a partir delelianthus annuussilvestre (Riesberg y Seiler, 1990). Sin
embargo, Harteet al.(2004), argumenta que las variedades actuales de girasoldenen

origen anico en Estados Unidos.



2.2. Taxonomia

De acuerdo con el Departamento de Agricultura de los &stabhidos de

América (USDA) 2008, el girasol se clasifica taxon6mieate de la siguiente manera:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asterideae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Tribu: Heliantheae
GéneroHelianthus

EspecieH. annuus.

Los girasoles silvestres y cultivados exhiben un granendinde diferencias
fenotipicas. Los girasoles silvestres presentan pigdtiramificaciones, hojas pequefias,
capitulos de 3.0 a 5.0 cm de diametro, y una longitud de agu#mi6.0 a 5.2 mm. En
contraste, las plantas de girasol cultivado no presemataificaciones (monocéfalas),
producen hojas grandes, capitulos de 9.0 a 11.0 cm de diayeatma longitud de

aguenios de 9.5 a 10.5 mm. (Bugkeal. 2002).



2.3. Distribucion geografica

El girasol cultivado Klelianthus annuuk. var. macrocarpugDC.) Cockerell) se
encuentra ampliamente adaptado a diversas areas geagrédfsde subtropicales hasta

subarticas (Jaet al.1998; Lawsoret al. 1998).

Las especies silvestres de girasol estan adaptadasnaplio eango de habitat y
poseen una considerable variacion para la mayoriasdeatacteristicas agronémicas,
calidad de semilla, resistencia a insectos, enfermedadeg&nancia a condiciones
ambientales desfavorables (Seiler, 1992). El girasol sikvels annuusL. se encuentra
ampliamente distribuido en Norteamérica y presentadgor variacion morfoldgica y

de habitat (Arias y Rieseberg, 1995).

Schilling y Heiser (1981) sefalaron que las especies sigesle girasoH.
arizonensis H. ciliaris y H. laciniatus se presentan en el norte de Méxitd,
californicusen Baja California Nortd4. annuusen el norte de México k. niveusen el

norte de México y Baja California.

2.4. Especiacion del girasol

La especiacion es el origen del aislamiento reprodugtidivergencia entre
poblaciones, de acuerdo al concepto bioldégico de especi®layr (West-Eberhard,
2005). Los evolucionistas creen que la especiacidéniainusualmente con la

subdivision de especies dentro de poblaciones aisladaanaobarrera geografica



(alopatria). La especiacion simpatrica difiere denena significativa de la
especiacion geografica en que ésta es generada parcritares ecoldgicas (Darwin,
1858). Se han formulado hipétesis con relacién a tuit@ctura genética de la
adaptacion y especiacion (Orr y Coyne, 1992; Orr, 199B; &Nloor et al. 2001;

Navarro y Barton, 2003).

Helianthus annuuy Helianthus petiolaricomparten una amplia distribuciéon
simpétrica a lo largo del centro y oeste de los destdJnidos. Estas son facilmente
distinguibles por diversos caracteres morfolégicasgmosdmicos y por relaciones
de ligamiento divergente causado por un minimo de 2Qirnantos y fusiones
cromosomicas (Burket al. 2004). En generaH. annuusesta restringido a suelos
arcillosos pesados K. petiolarisa suelos arenosos. Sin embargo, estos dos habitat
se encuentran a lo largo del centro y oeste de Nortégzndo que ha producido
innumerables “mosaicos” de zonas hibridas. Ademdasnnuusy H. petiolaris han
originado al menos tres especies diploides estaddzaque son fuertemente
divergentes de sus progenitores con respecto a susth@hitas areniscas, desiertos
y habitat de pantanos salinos) (Rosent#tahl. 2002). Helianthus paradoxyspudo
haber tenido su origen en la hibridacion emreannuusy H. petiolaris (Rieseberget

al. 1990; Rieseberg, 1991).

Rieseberget al. (2003), describieron como la hibridacion entre dos @epe
de girasol generd genotipos, los cuales se adaptacondiciones muy diferentes a
la de sus progenitores. Esto dio lugar a tres éspddbridas diploides de girasol, las

cuales estan aisladas ecoldégicamente tanto uno deatro de sus progenitores. Lo


http://www.genetics.org/cgi/content/full/169/4/2225?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&titleabstract=Protocol+for+DNA+Extraction+From+helianthus+annuus&searchid=1124215764841_2239&stored_search=&FIRSTINDEX=10&journalcode=genetics#BIB29
http://www.genetics.org/cgi/content/full/169/4/2225?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&titleabstract=Protocol+for+DNA+Extraction+From+helianthus+annuus&searchid=1124215764841_2239&stored_search=&FIRSTINDEX=10&journalcode=genetics#BIB26
http://www.genetics.org/cgi/content/full/169/4/2225?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&titleabstract=Protocol+for+DNA+Extraction+From+helianthus+annuus&searchid=1124215764841_2239&stored_search=&FIRSTINDEX=10&journalcode=genetics#BIB25
http://www.genetics.org/cgi/content/full/169/4/2225?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&titleabstract=Protocol+for+DNA+Extraction+From+helianthus+annuus&searchid=1124215764841_2239&stored_search=&FIRSTINDEX=10&journalcode=genetics#BIB24
http://www.genetics.org/cgi/content/full/169/4/2225?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&titleabstract=Protocol+for+DNA+Extraction+From+helianthus+annuus&searchid=1124215764841_2239&stored_search=&FIRSTINDEX=10&journalcode=genetics#BIB5
http://www.genetics.org/cgi/content/full/169/4/2225?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&titleabstract=Protocol+for+DNA+Extraction+From+helianthus+annuus&searchid=1124215764841_2239&stored_search=&FIRSTINDEX=10&journalcode=genetics#BIB41

anterior, proporciona la evidencia de que la hibridadiiarespecifica puede ser

adaptativa.

2.5. Poblaciones de mapeo

Para llevar a cabo un mapeo de QTL'’s, usualmente séragmsina poblacion
de mapeo experimental, la cual se deriva de un cruzangante lineas endogamicas
homocigoticas. Se utilizan cominmente cuatro tipos deapiololes para la construccion
del mapa genético y para el mapeo de QTL’s: Poblacidle kntercruza, poblacion F
de retrocruza (BC), dobles haploides (DH), y lineas gahicas recombinantes

(RIL’S).

Poblacion E de intercruza: es una poblacion de mapeo muy populaes Tal
poblaciones conservan todas las combinaciones posibkslds parentales (Landet
al. 1987). Sin embargo, cada individug posee un genotipo diferente, por lo que
ningun disefio experimental puede ser empleado para cordmlmanera efectiva la
influencia ambiental. Para resolver este problemgusele utilizar la evaluacién de
progenies heterogéneas derivadas de individuos segregantémvés de la
autofecundacién (tal como Ia)Fsin embargo, se afecta la precisibn de mapeo debido a

la heterogeneidad genética (Patersbal 1990; Paterson, 1997).

Poblacion de fFretrocruza: se deriva del cruzamiento del hibrida Eno de los
dos progenitores, y posee ventajas y desventajas sgnigaldas poblaciones; Fle

intercruza. Esta poblacién contiene menos informacitetigs que la Fde intercruza,
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ya que los efectos aditivos y algunos tipos de efecpistad#icos no pueden ser

diferenciados de los efectos de dominancia.

Poblacion de dobles haploides (DH): es un tipo de poblacidizada
comunmente en especies que pueden estar sujetas al deltarateras (usualmente de
plantas k), seguido por duplicacion cromosémica. Los individuos (Dst)n
completamente homocigoticos, y pueden ser autopolinizaatasproducir una progenie
numerosa, la cual es genéticamente idéntica. Estoitpeewvaluaciones de fenotipos
replicados. De este modo, una poblacion (DH) puede llantansieién una poblacion
permanente. Este método presenta algunas desventajasm €k) posible estimar los
efectos de dominancia y tipos de epistasis relacionads$os, (2) pueden variar las
proporciones en genotipos de polen que a su vez generansplBhtp por lo tanto,
puede ser causado una distorsion en la segregacion Yidalsoento entre algunos loci

marcadores.

Poblacion de lineas endogamicas recombinantes (RIL’s): psibiaciones
homocigoéticas “permanentes”. Estas pueden ser generadasedars tradicionales a
través de autofecundacibn o apareamiento de estructurdkarisn por muchas
generaciones, iniciando desdg gor el método de descendencia de una semilla hasta
gue casi todos los loci segregantes lleguen a ser homoogydta principal desventaja
de esta poblacion es similar a la de la poblacion de dbhjasides: datos perdidos en
efectos de dominancia y epistasis. El desarrollo gmltdacion (RIL) lleva un tiempo
considerable y no es posible que la totalidad de los indigsidean homocigotos en

todos los loci segregantes a través de generaciongadi® de autofecundaciones 6



11

apareamientos de estructuras familiares, lo cual dismitaneficiencia del mapeo de

QTL's.

2.6. Seleccioén del modelo genético

Un modelo genético cuantitativo relaciona el valor geiide un individuo
con los alelos de los loci que contribuyen a la vasiaein una poblacion en términos de
efectos aditivos, de dominancia y epistaticos. Estécpar de efectos genéticos se

relaciona a la particion de la varianza genética.

Se han propuesto numerosos modelos para describir est@melalgunos se
basan en la particion ortogonal (el efecto de un QTdedmido consecuentemente en
una poblacién de referencia en equilibrio para uno, dosa® lati) de la varianza
genética en una poblacion en equilibrio (Zehgl. 2005). La ortogonalidad asegura que
los efectos aditivos, de dominancia y epistaticos puedarestimados de manera
independiente para uno o mas loci en la poblacion de mefardonde el modelo es

definido e interpretado.
Muchas publicaciones en genética cuantitativa (Falcondvagkay, 1996)
utilizan el siguiente modelo para interpretar los efegenéticos entre genotipda\

Aa, yaaen un locus:

Go=u+a, Gy=p+d, Gg=u-a



12

En este modeloa es el efecto aditivo definido como la mitad de la difera
entre los dos valores genotipicos homocigotbss el efecto de dominancia definido
como la diferencia entre el valor genotipico hetgoiwi y la media del valor genotipico
homocigoto, yu es una constante. De esta manera, los efectosaenstin definidos

solamente como una funcién de los valores genotipicos.

El objetivo del modelo es el de proporcionar una formma pgsumir e interpretar
las diferencias entre los valores genotipicos y i@mla variacion genética observada
en una poblacién bajo estudio. La seleccién del modslel componente clave del
analisis, siendo la base para la estimaciéon de ldsgdros genéticos y la interpretacion
de los datos. Tradicionalmente, el modelo genético adiévdbasa en el principio de
minimos cuadrados con efectos genéticos definidos comoadesies de la media
poblacional (Cockerham, 1954; Kempthorne, 1957). En tal moldsl@fectos aditivos,
de dominancia y epistaticos estan en funcién de unlardegvalores genotipicos. Es de
suma importancia tomar en cuenta informacion biologicaxperimental, como la
heredabilidad, cobertura de los marcadores y tamafio de rajupsira establecer

criterios en cuanto a seleccién de modelos para esandé mapeo de QTL's.

2.7. Mapeo de QTL'’s

El principal objetivo del mapeo de QTL’s es localizarisegs cromosémicas
gue afectan de manera significativa la variacion dectenes cuantitativos en una
poblacion. Esta localizacién es importante para la iiiigattion de genes responsables

en el entendimiento de la base genética de la varialgdlns caracteres cuantitativos
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(Zeng, 2005). Uno de los aspectos importantes en el map@dlde es considerar el
tamafio de muestra. EI ndmero de individuos proporciona niaftion para la

estimacion de medias fenotipicas y varianzas.

El mapeo de QTL's se lleva a cabo comunmente utilizapdblaciones
biparentales. Por ejemplo, para caracteres de planthajaéeredabilidad, se sugiere
utilizar los valores fenotipicos promedio de la progenie derivada de plantas
autofecundadas;Fen lugar del fenotipoMor si mismo. Toda la progenige @erivada
de la misma plantaxfpertenece a la misma familia. 4 Si el tamafo de cada familia. 4
(el nimero de progenies)Fes suficientemente grande, el valor promedio denlita
representara el valor genotipico de la plantayFpor tanto, puede ser incrementado el
poder en el mapeo de QTL’s de manera significativa (Zhanguy 2004). Los
procedimientos de mapeo de QTL’s tales como el mapemtgovalos (IM) (Lander y
Botstein, 1989) y el mapeo compuesto por intervalos (Clahsgn, 1993; Zeng, 1993,

1994) involucran pruebas de hipétesis nula.

2.7.1 Métodos estadisticos para el mapeo de QTL’s

2.7.1.1. Anélisis de marcador individual

El andlisis de varianza (ANOVA), prueba de t y regresiideal simple en loci
marcadores, se consideran como métodos simples parapeb de QTL's. El primero
de estos fue el primer método para la deteccion de amawacentre marcadores
genéticos y caracteres cuantitativos (Elston y Stdwa@73; Hill, 1975; Mcmillan y

Robertson, 1974; Sollext al 1976). Los tres enfoques mencionados no proporcionan
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una estimacion del parametro de la poblacién para laidac&n de un QTL, o la
frecuencia de recombinacion entre el marcador y el @deKge, 2002). Lo anterior se

debe a que la localizacion y el efecto del QTL no puedeastimados por separado.

Los analisisde marcador individual son auan utilizados como un media par
identificar marcadores que estan segregando con un catlaaterayor parte de estas
aplicaciones se enfocan en la deteccion de marcaddieslirales, en lugar de regiones
genomicas, y representan un medio eficiente y rapida paaminar poblaciones
grandes para caracteres especificos, tales como megsteenfermedad€¥immerman

et al 1996; Varshnegt al 2000).

El método de regresion lineal simple se considera slseacillo en cuanto a la
asociacion de marcadores con la variacion de un cerégéatitativo (Solleret al.
1976). Evidentemente, este simple enfoque presenta algunastdpsydales comdl)
el método no revela si los marcadores estan asoc@dosino o0 mas QTL'S(2) no
estima las posiciones probables de los QTI(3, los efectos de los QTL's son
probablemente subestimados ya que estos son confundidofascdrecuencias de
recombinacion y a causa de lo anter{d),el método no es muy poderoso y se requiere
de muchos individuos para realizar la prueba (Lander y Batst®89). No obstante,
este enfoque es aun considerado como un método muy atiligactar las asociaciones

entre marcadores de DNA y caracteres cuantitativos.

El enfoque de maxima verosimilitud fue introducido para mejer@oder para

estimar los efectos de QTL’s, por lo cual, se han prepubgersos procedimientos de
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maxima verosimilitud basados en marcadores individualeslgiétl al 1988; Luo y
Kearsey, 1991; Darvasi y Weller, 1992). El método de maxmmasimilitud en
marcadores individuales no puede determinar la posicion &l €@n respecto al

marcador.

La ventaja principal del andlisis de varianza en un loarcador es su
simplicidad. Ademas, no se requiere un mapa genético pamsteadores, y el método
puede ser facilmente aplicable para loci multiples. @éataja seria la inclusion de
cofactores €.g., tratamientos o efectos ambientales). El analisissateanza para el
mapeo de QTL'’s tiene tres desventajas princip&lesno se obtienen estimaciones por
separado en cuanto a localizaciones y efectos de QE.®calizacién del QTL se
indica observando solamente, cuales marcadores propordesmanayores diferencias
entre las medias de grupo del genotipo). El efecto apateh€@TL en un marcador sera
mas pequefio que el efecto real del QTL como resultado @edabinacion entre el
marcador y el QTL{2) se descartan individuos cuyos genotipos no aparecen en el
marcador (datos perdidos) (8) puede haber una disminucion en el poder de deteccion

de QTL’s cuando los marcadores se encuentran ampliaesrdeiados.

2.7.1.2. Mapeo por intervalos

Este método fue propuesto primeramente por Lander y Bot&t@89), en el
cual se examinan los intervalos entre pares adyaceatesarcadores a lo largo de un
cromosoma y se determina el perfil de verosimilitud deposacion de un QTL en el

genoma, calculando la razén de verosimilitud. El princg@omaxima verosimilitud se
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basa en{l) que puede calcularse para un conjunto de parametros (@artiente el
efecto y posicion del QTL) proporcionando los datos obskrs en fenotipos y
genotipos marcadoref) las estimaciones de los parametros corresponden a rmayore
verosimilitudes,y (3) el estadistico de prueba es la razon de verosimilitud (LR
(evidencia de un QTL), comparando la maxima verosimilitudla verosimilitud de un
modelo reducido, donde el modelo reducido se refiere a léekipdula (no efecto del
QTL). La diferencia entre maxima verosimilitud y regresé&s que este Ultimo asume
normalidad dentro de un grupo de marcadores. Si el perfiedesimilitud supera un
valor critico predefinido en una region, se indica ls@neia de un QTL en los limites
del perfil de verosimilitud maximo con la amplitud del tiendefinido por el llamado
intervalo de soporte (Lander y Botstein, 1989). Estosrasit generaron una prueba de

razén de verosimilitud basada en la hipétesis:

Ho:bO=0 y Hq:bO£0

Donde bl es el efecto de un QTL sugestivo expresado como unamtfaren
efectos entre el homocigoto y heterocigoto, asumiendo eju@TL sugestivo fue

localizado en el punto de consideracion.

Haley y Knott (1992); y Martinez y Curnow (1992), introdujeroim
procedimiento de mapeo de QTL's basado en el método desitagrde minimos
cuadrados. El principio basico es estimar las probabilidéelegnotipos QTL’s en los

intervalos definidos por marcadores, y de estas probateldealcular los coeficientes
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de regresion para ser utilizados en la estimacion decklidacion y efecto de los

QTL's.

Esta metodologia resulté ser una buena aproximacios mdtodos basados en
maxima verosimilitud y redujo en gran magnitud la demandaguatanional del mapeo
de QTL'’s, simplificando de igual manera, las modificae® al modelo basico y puede
ser ejecutado en paquetes estadisticos estandar. Uno mindagales desventajas de
este enfoque egl) ligamiento entre QTL's(2) este método trata con los efectos de
QTL'’s adicionales como la variacion de muestreo, & puede causar una estimacion

sesgada de los QTL’s disminuyendo el poder de la prueba.

Haley et al (1994), ampliaron el método para analisis de cruzanseemtre
lineas exogamicas. Kao (2000) investigb de manera analittmamgrica a través de
simulacion, las diferencias entre el mapeo de QTasabo en maxima verosimilitud y
regresion lineal. Su estudio indic6 que los métodos basdasaxima verosimilitud
pueden ser mas exactos, precisos y poderosos a costaim@amento en demanda

computacional.

El mapeo por intervalos (IM) tiene diversas ventajas redacion al analisis de
varianza en que estgt) proporciona una curva, la cual indica la evidencia de Tin Q
(2) toma en cuenta la deducciébn de QTL's a posiciones anaecadores,(3)
proporciona mejores estimaciones en cuanto a efect@tds, y (4) la ejecucion de
este enfoque toma en cuenta datos de genotipos marcadompletos. Sin embargo,

este enfoque presenta algunas desvent@éfaseste método no es una prueba por



18

intervalos como tal (una prueba, la cual pudiera distirgjexiste o no un QTL dentro
de un intervalo definido, y que deba ser independiente dddome de QTL's que se
encuentren fuera de una regiéon definida). Aun cuandexigta un QTL dentro de un
intervalo, el perfil de verosimilitud en un intervapnjede exceder aun el valor critico de
manera significativa si existe un QTL en alguna reg@&wana en el cromosom@) si
existe mas de un QTL en un cromosoma, el estadistipougba en la posicion probada
sera afectado por todos estos QTL's, y las posicigrefectos estimados de los QTL'’s
identificados por este método pueden ser probablemente segbkadey y Knott, 1992;
Martinez y Curnow, 1992), (8) no es eficiente utilizar inicamente dos marcadoras a |
vez para llevar a cabo la prueba, mientras que la infadmae otros marcadores no es
utilizada. Estos problemas también se aplican a muchos otétodos de mapeo de

QTL’s comparables (Knapgt al. 1990).

Xu (1995), sefalé que aunque el método de Hayley y Knott (1882)emanda
mucho tiempo computacional y produce resultados similams respecto a los
obtenidos por IM, la estimacion de la varianza residuaksgada (tiende a dar valores
mas bajos para la prueba de razén de verosimilitud), y pueddestado el poder de
deteccién de QTL's. Para cada posicion en el genomatesnileada la verosimilitud
para la presencia de un QTL segregante (verosimilitudlddjpotesis alternativhl,).

De igual manera se calculan los efectos genéticos delyQ varianza residual.

El enfoque del mapeo por intervalos considera un QTLvaZapor lo tanto, IM
puede sesgar la identificacion y estimacion de QTL'sndaase localizan multiples

QTL'’s en el mismo grupo de ligamiento (Lander y Botstein, 188%y y Knott, 1992;
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Zeng, 1994). Existen algunos problemas con éste método, ldss cs@n: (1) el
estadistico de prueba en un intervalo puede ser afectad@Thés localizados en otras
regiones del cromosoma, por lo que las posiciones akigng efectos de QTL’s
identificados por éste método pueden presentar un se$gpng es eficiente utilizar
solamente dos marcadores a la vez para realizar lagpmaémtras que no es utilizada la

informacién de otros marcadores.

En el mapeo por intervalos, la distribucion del feno#gomodelada como una
mezcla de dos o0 mas componentes, los cuales correspofmedas 0 mas genotipos
diferentes en el QTL sugestivo (Lander y Botstein, 19B8)asos donde la distribucion
fenotipica se desvia de la distribucion normal, puedelteg en falsos positivos, los
cuales pueden ser obtenidos en regiones de baja informgematipica (ejemplo.,
marcadores ampliamente espaciados, bajo nivel de polmarfio muchos datos
perdidos de marcadores). Rebaial. (1994, 1995), destacaron que para el mapeo por
intervalos, la posicién del QTL es un parametro que ssepta Unicamente bajo la

hipotesis alternativa.

2.8. LOD score

La evidencia de un QTL en una posicibn cromosémica en partipuede
evidenciarse como un mapa de verosimilitud, la prueba sStadide razén de
verosimilitud es graficada con respecto a la posicion rdap®TL. Lander y Botstein
(1989) introdujeron por primera vez el concepto de mapas dsinvelitud (utilizar el

LOD score como un estadistico de prueba).


http://www.genetics.org/cgi/content/full/167/2/959?maxtoshow=&HITS=10&hits=10&RESULTFORMAT=&titleabstract=LOD+scores+&searchid=1&FIRSTINDEX=0&resourcetype=HWCIT#BIB8
http://www.genetics.org/cgi/content/full/168/4/2307?maxtoshow=&HITS=&hits=&RESULTFORMAT=&fulltext=QTL+analysis+methods&andorexactfulltext=and&searchid=1&FIRSTINDEX=60&resourcetype=HWCIT#BIB20
http://www.genetics.org/cgi/content/full/168/4/2307?maxtoshow=&HITS=&hits=&RESULTFORMAT=&fulltext=QTL+analysis+methods&andorexactfulltext=and&searchid=1&FIRSTINDEX=60&resourcetype=HWCIT#BIB21
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El LOD score (logaritmo de los momios, es el logaritimmse 10 de la
verosimilitud de que dos loci estén ligados sobre la wveilitsid de que estén
segregando de manera independiente) muestra la evidenciprdsdacia de un QTL en
una localizacion determinada. Cuando un LOD score excedealer critico

predeterminado en un grupo de ligamiento, un QTL es detectado.

En el mapeo por intervalos, el efecto del QTL es despdt un modelo normal
mixto. La evidencia de un QTL sugestivo en una posianael genoma es medido por la
razén de verosimilitud del modelo mixto comparado a ustilblicion normal (LOD
score) (Feenstra y Skovgaard, 2004). Este enfoque puede caasianalmente LOD
score aparentes o falsos en regiones de baja informgeidotipica €.g., marcadores
ampliamente espaciados), especialmente si la distbibufanotipica se desvia de

manera marcada de la distribucién normal.

2.9. Significancia estadistica (Prueba de hipétesis)

Sin tomar en cuenta el método utilizado para estimaocalizar QTL’s
individuales o multiples, una vez que son calculados $tadésticos de prueba se
determina la verosimilitud del evento. La base estadist&caestas comparaciones
depende de los supuestos del modelo, el mas comun de les @@liere de los valores
del cardcter cuantitativo para ser distribuidos de nsamermal. Sin embargo, esta
distribucién no es normal en realidad, y necesita @asiderado como una mezcla de

distribuciones normales (Doergeal 1997).
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Un enfoque para obtener la distribucién del estadistiqurukba es el de utilizar
un método de simulacion para producir los datos (Landeptgt&n, 1989; Jansen,
1993; Rebaiet al. 1994). Los estadisticos de prueba en conjunto muestran el
comportamiento de la prueba y, por lo tanto, represeatdrstribucion estadistica del
estadistico de prueba en particular. A partir de estaikiicién, se elige el nivel de
significancia estadistico o valor critico, sobreceél los resultados son considerados
significativos de manera estadistica (validos). Lostodws de remuestreo no
paramétricos han proporcionado una alternativa util patares criticos basados en

simulacion (Lander y Kruglyak, 1995).

La prueba de permutaciones (Fisher, 1935; Churchill y Doerge, 19®) y
método bootstrap (Efron y Tibshirani, 1993) han sido aplicadesocun medio de
aleatorizacion de los datos fenotipicos (caracter)aombjetivo de evaluar cualquier

estadistico de prueba bajo la hipotesis nula.

En ambos métodos de remuestreo, las asignaciones derlotipos marcadores
permanecen en su estado original, por lo tanto, no ecumgin cambio en el mapa
genético. Una implicacion a esto ultimo es que se ceastoda la informacion
genotipica y de la poblaciére.§. distorsion de la segregacion, datos perdidos y
fracciones de recombinacion) (Doerge, 2002). Situacioneksruales los efectos
biolégicos y estadisticos son minimizadesg(distorsién en la segregaciéon, variacion
ambiental, tamafio pequefio de muestra y datos incomplessglores criticos basados
en métodos de remuestreo 0 en términos tedrico sceraeente los mismos (Van

Ooijen, 1999; Doerge y Rebai, 1996).
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2.9.1. Comportamiento del estadistico de prueba bajo la hipéissiula.

Por lo general, se puede tolerar un margen de error erelzcibet de los QTL's,
e.g. 5% de los casos. Este problema puede ser expliceale@a tle un ajuste de prueba
multiple, tales como Bonferroni, Scheffe ¢ Tukey, elalc corrige el nivel de
significancia de acuerdo a la cantidad de pruebas estadistiiependientes que sean
realizadas (Doerge, 2002). Lander y Botstein (1989) anatizartema del valor critico
del estadistico de prueba (utilizando el LOD score) paraapeo por intervalos. Sin
embargo, es diferente el valor critico del estadiddie prueba para el mapeo compuesto

por intervalos.

Para lograr un nivel de significancia totalpara la prueba con M intervalos,
puede utilizarse un nivel simbodlico de significanciéM para la prueba en cada
intervalo. Sin embargo, no es clara la distribuciénadm&xima razén de verosimilitud
sobre un intervalo bajo la hipétesis nula. Esta 8istibn depende en gran medida del
tamafio de muestra, el niumero de marcadores ajustadek readelo y el tamafio

genético de cada intervalo.

Muchos factores como el tamafio de muestra, tamafigetheima, la densidad
del mapa genético, informatividad de los marcadores yolagpcion de datos perdidos,
pueden afectar la distribucion del estadistico de prugbdabhipdtesis nula (Lander y

Botstein, 1989; Zeng, 1994; Churchill y Doerge, 1994; Kao, 1995).
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Se le denomina valor dea la probabilidad de obtener un LOD score mayor con
respecto al observado. LOD scores mayores resultavaleres pequefios de; los
cuales a su vez, indican que la hipoétesis nula es falsdefgcia de un QTL). Un LOD
score de 3 indica que la verosimilitud de obtener los datesrvados, es 1,000 veces
mas probable que si no existiera ninglin QTL dado que exis@¥ruren una posicion

especifica.

Se han realizado diversos esfuerzos en cuanto a la e@étintgel valor critico, el
cual corresponde a un valor Balel 5%. La distribucién nula del LOD score maximo,
depende de(l) el tipo de cruza,(2) el tamafio del genoma3) el nimero y
espaciamiento entre marcadores genéti¢dps,la cantidad y patrén en cuanto a la

informacion de genotipos perdidos(5) la distribucion real de los fenotipos.

2.9.2. Pruebas de permutacion

Para evitar calculos asimétricos aproximados de marsngdtica, se puede
utilizar la prueba de permutacion@Shurchill y Doerge, 1994). La idea es replicar el
analisis original una gran cantidad de veces en grupos degkxierados a través de un
remuestreo aleatorio de los datos originales del caragémtras permanecen intactos

los datos de marcadores.

La evaluacion de la significancia estadistica de awotplgendmica es un
problema importante y dificil en el andlisis de ligarteemultipunto. La permutacion es

ampliamente utilizada para determinar la significanciardplitud genémica (Zoat al
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2004). Churchill y Doerge (1994), sugirieron originalmente al merb®00
permutaciones para estimar los valores criticos, & carresponde a un valor d®
ajustado de 0.05; sin embargo, sefalan que se pueden requear 16800
permutaciones para obtener estimaciones estables ddourcnitaco, correspondiente a
un valor deP ajustado de 0.01. La prueba de permutaciones tiene laavgnajno hace
suposiciones en la distribucién del fenotipo. Sin embdogovalores criticos dependen
de los datos observados, de modo que estos deben seadomlpor el método de

Monte Carlo para cada estudio.

El algoritmo para generar un valor critico basado en peawaiwtes es el
siguiente:(a) En el experimento los individuos son designados conermsnunicos
(1,..., 0, (b) los datos fenotipicos son mezclados, tomando unaup&cidn al azar de
los indices 1,...n, e igualando dlésimo valor del caracter fenotipico a el individuo con
el indice dado por @&ésimo elemento de los indices permutados. Este vectoufzeto
de caracteres es igualado con la informacion origindbslgenotipos (no permutado)
para todos los individuo§g) se realiza un analisis del genoma para efectos de @TfL's
el conjunto de datos permutados resultantes, registramdayer estadistico de prueba
(LOD score),(d) los pasosa y b se repiten un total dd veces N es frecuentemente
1000), produciend® estadisticos de prueba maximos, uno de cada analigsisngen
(e) los estadisticos de pruebamaximos son ordenados en orden ascendente (menor a
mayor) v, (f) el percentillOO(l—a)de los valored\ ordenados, es el valor critico

estimado del experimento para controlar el errpo ti a nivel a. Con 0=0.05y

N =1000.el valor 950 de los estadisticos de prueba maximndsnados, sera el valor
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critico estimado. Se puede observar que aun cubiret000, es suficiente para obtener
un valor critico parar= 0.05e recomienda el conjunto de datos mezclados @mleh
de N=10,000con o= 0.01, para obtener estimaciones estables (Churchill gr@pm

1994).

2.9.3. Valores deP ajustados

Los valores dé® ajustados proporcionan significancia de amplitadamica de
LOD score individuales, y estos se obtienen a sgraeéuna modificacion del algoritmo
para generar valores criticos basados en permoeci&l LOD score actia como un
perfil de verosimilitud, revelando en cada puntoatilisis el soporte relativo por la

presencia de un QTL en esa posicion (Lystig, 2003).

Dos de los enfoques mas comunes para estimar logesariticos sonl) el
método analitico (Lander y Botstein, 1989; Landéryglyak, 1995) y,(2) el método
empirico basado en pruebas de permutacion (ChurgHdoerge, 1994; Doerge y
Churchill, 1996; Nettleton y Doerge, 2000). Losorak criticos se calculan para
controlar la tasa de falsos positivos a nixepara el andlisis completo del genoma. Un
valor critico no proporciona un nivel preciso dgndéicancia de amplitud gendémica para
los valores LOD score individuales. Es importardgaoxer la significancia de amplitud
gendmica o valores de ajustados de cada uno de los puntos de analmiesentados

en la curva LOD score (Westfall y Young, 1993).
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La interpretacién de un valor d@ ajustado para un LOD score en particular
dentro de un analisis gendmico, se refiere a la probabilidathsdevar el maximo LOD
score de un analisis gendmico que fue al menos tan gramde el LOD score en

cuestion, dado que la hipotesis nula es verdadera (Lystig, 2003).

Lo anterior difiere de un valor dé estandar no ajustado, el cual considera
solamente la significancia marginal del LOD score pamapunto de analisis en
particular, sin explicar otros LOD score obtenidos mai@nalisis completo del genoma.
Ademas, tal algoritmo modificado también proporciona aleuto aproximado Monte
Carlo a la distribucion nula del LOD score maximo proeete del analisis completo
del genoma. Este algoritmo es apropiado cuando la hipétdsiplantea que no hay
presencia de algun QTL en una posicién en particular eél@rga, de manera que la

informacion fenotipica y genotipica es mutuamente inuipete.

Para calcular los valores &eajustados, la Unica parte del algoritmo descrito por
(Lystig, 2003), que debe ser modificado es el in¢fsoen lugar de extraer un valor
simple de los valorel ordenados para formar un valor critico, se calculalsimgnte
(para cada LOD score estadistico observadq el analisis original del genoma) la
proporcion de los estadisticos de prublmaximos que son mayores o igualex’aSe
puede facilitar la determinacién del nimero de estadistiéddmos mayores que un
LOD score estadistico observado, ya que los estadisiie prueb®N maximos fueron

ordenados secuencialmente en el in¢&o
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Para obtener valores dreajustados es necesario incorporar una modificacion al
algoritmo descrito por (Lystig, 2003), como sigue: para cada E@ibe X’ del andlisis
genodmico de los datos originales no permutados, se calcnlamero de estadisticos de

prueba maximos que son mayores o iguales g ividir por N.

Los valores ajustados decalculados a través de la modificacion del algoritmo,
pueden utilizar la distribucion total de los estadisticogrdeba maximos a partir de un
conjunto N de andlisis genémico, mientras un valor critico basadermutaciones
utiliza solamente el percentl00(1-a) de esos estadisticos. Es importante notar que
ademas de un valor critioo=0.05,puede calcularse cualquier otro cuantil de interés

partir del conjunto de LOD score maximbls Los cuantiles de la distribucion nula
aproximada del LOD scorendximo pueden ser utilizados para determinar valore
criticos multiples, los cuales en tal caso corredpa a valores ajustados E€Lystig,
2003). En resumen, los valores ajustadosPd@roporcionan niveles precisos de
significancia para todos los puntos de andlisiglegenoma. Estos valores representan
un suplemento valioso para las curvas LOD scolieg@so un recurso para modelos

genéticos de caracteres cuantitativos.

2.9.4. Intervalos de confianza para QTL’s

Un intervalo de confianza puede ser utilizado pmentificar una region

cromosomica en la cual se ejecuta una busquedalquiizar de manera exacta un

QTL. Entre los diversos métodos que existen parstoar un intervalo de confianza
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para la localizacion de QTL's, uno de los mas impoesrds el método bootstrap
descrito por (Visscheet al. 1996), el cual es un procedimiento de remuestreo y es
utilizado para determinar un intervalo de confianza epwpipara la localizacion del

QTL, asumiendo que existe el efecto del QTL.

2.10. QTL’s multiples

Los enfoques estadisticos para localizar loci de @aresctuantitativos multiples
son mas poderosos que los enfoques que consideran QTL'Eluadds ya que estos

pueden diferenciar de manera potencial entre QTL'’s liggiboimteraccion entre estos.

Cuando los alelos de dos 0 mas QTL's interactian (s@sta@e altera en gran
medida el cardcter cuantitativo de una manera en laesudgificil predecir. Uno de los
casos mas extremos y mas simples es la pérdida darapléa expresion del caracter en

la presencia de una combinacion en particular de alel@g s multiples.

Uno de los retos fundamentales en la busqueda de QTLgplesl es (1)
considerar cada posicion en el genoma de manera sieaultgara la localizacion de un
QTL potencial que pudiera actuar de manera independ{@htestar ligado o interactuar

epistaticamente con otro QTL (Doerge, 2002).

La aplicacion de algoritmos genéticoise( procedimientos de optimizacion
numeéricos basados en principios evolutivos, tales amotacion, delecion y seleccion)

(Carlborget al 2000; Foster, 2001) permite un muestreo de los modelos desQ@TL’
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través de numeros desiguales de QTL'’s, y puede ser utilieadoonjuncion con
cualquier metodologia de mapeo de QTL’s que es implemep@@dauna blsqueda

multidimensional genémica.

Existen diversas ventajas utilizando métodos que modeldnsQnultiples de
manera simultanedl) se puede controlar la presencia de un QTL, reducir laci@n
residual y obtener mayor poder para detectar QTL’s adigsr(2) se pueden separar
QTL's ligados, y (3) se puede identificar interacciones entre QTL’'s (apis}

(Shrimpton y Robertson, 1988; Frankel y Schork, 1996; Mackay, 1996)

2.10.1. Métodos de mapeo de QTL’s multiples

2.10.1.1 Regresion multiple

Este método comparte muchas de las desventajas deilsadéligarianza en loci
marcadores, y lo mas importante, este requiere de datopleios de genotipos
marcadores. Este método tiene la ventaja potenc@dmteolar la variabilidad fenotipica
debido a QTL’s mdltiples; sin embargo, posee la desved&ajgue el éxito del control
depende de colocar fortuitamente los marcadores junto @Tunverdadero (Zeng,

1993).

2.10.1.2. Propiedades del andlisis de regresion multiple

(a) En el andlisis de regresiéon multiple, asumiendo ad#édiide los efectos de

QTL'’s entre loci (i.e., ignorando epistasis), el famente de regresion parcial esperado
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del caracter en un marcador depende solamente de aquélids IQcalizados en el

intervalo definido por los dos marcadores flanqueantes, gs afectado por los efectos
de QTL'’s localizados en otros intervalos. Esta propietdica esencialmente que
puede ser construida una prueba condicional (intervadggnuose en el coeficiente de
regresion parcial, y esta a la vez probaria el efdetdigamiento de solamente aquellos

QTL’s que estan localizados dentro del intervalo definidmn§Z 1993).

(b) Dependiendo de los marcadores no ligados en el analisiegiesion
multiple, se reducira la varianza de muestreo del etitadide prueba, controlando
alguna variacién genética residual y por tanto se inareré el poder del mapeo de
QTL’s. Esto significa que incluso marcadores no ligadagieoen informacion util, la
cual puede ser utilizada para incrementar el poder estadigtila prueba y la eficiencia

del mapeo genético (Zeng, 1993).

(c) Dependiendo de los marcadores ligados en el analisegoksidon multiple se
reducira la oportunidad de interferencia de posibles QTigadbs multiples en la
prueba de hipdétesis y en la estimacion de parametrascprrun posible incremento en
la varianza de muestreo. Un intervalo de prueba puedectasigo una pérdida en el

poder estadistico de la prueba ya que esta es una pruebacr@idizeng, 1993).

(d) Generalmente, dos coeficientes de regresion parcial deudestra para el
valor del carécter en dos marcadores en un andlisisgiesi@ multiple no estan

correlacionados a menos que los dos marcadores genet@lreean marcadores
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adyacentesEsto se relaciona a la correlacién entre dos estadisie prueba en dos

intervalos para un intervalo de prueba.

Se ha mostrado que para un intervalo de prueba, un estadistprueba en un
intervalo generalmente no estd correlacionado de masintotica al estadistico de
prueba en otro intervalo a menos que dos intervalos shatentes entre si (Zeng,
1993). Incluso cuando los dos intervalos sean adyaceatarielacion entre dos
estadisticos de prueba en dos intervalos es usualmeyteeouena. Esta propiedad esta
relacionada con la determinacion de un valor critippgiado de un estadistico de
prueba bajo una hipétesis nula para una prueba globalufpne an genoma completo

(Zeng, 1993).

2.11. Mapeo multiple por intervalos

Este enfoque proporciona un medio detallado para estimar adsmptros
genéticos por medio de la diferencia entre poblacioragepitoras y entre poblaciones
segregantes. Esto proporciona una estimacién de efadttrgos, de dominancia y
epistéticos de QTL’s y la particion de la varianzaliegpa por el QTL (Zenget al.

1999).

El método puede también proporcionar una estimacion eficeatios valores
genotipicos para individuos basado en datos de marcadosesudtes pueden ser
utilizados para la seleccién asistida por marcadoresndglelo MIM se basa en el

modelo de Cockerham (1954), para interpretar los parametnésiaqpes y en el método
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de maxima verosimilitud para estimar los parametros gaesétCon éste método, se

puede mejorar la precision y poder del mapeo de QTL.

De igual manera, la epistasis entre QTL’s, los valgenotipicos de individuos
y las heredabilidades de caracteres cuantitativos puedestsaados y analizados mas
facilmente. La idea de este método es ajustar lososfee QTL's sugestivos multiples
con los efectos epistaticos asociados de maneraaligecun modelo para facilitar la
blasqueda, prueba y estimacion de posiciones, efectogsacaitmes de QTL’'s multiples

y sus contribuciones a la varianza genética.

MIM nos permite: (1) deducir la ubicacion de QTL's a posiciones entre
marcadores(2) considera datos genotipicos perdidog§3y,permite interacciones entre
QTL’s. Existen otros enfoques, incluyendo el método Bawges (Hoeschele y
VanRaden, 1993; Satagopanal. 1996; Uimari y Hoeschele, 1997; Sillanpd& y Arjas,
1999), y el uso del algoritmo genético (Carlbetgal. 2000). MIM consiste de cuatro

componentes:

a. Un procedimiento de evaluaciéon disefiado para analiazr&similitud de los datos
dando un modelo genético (nimero, posiciones, y térmaipisaticos de QTL'S).

b. Una estrategia de busqueda optimizada para seleccionajoelmodelo genético.

c. Un procedimiento de estimacién para todos los parasmgaoéticos de los caracteres
cuantitativos (nimero, posiciones, efectos y eps@siQTL'’s; varianzas genéticas y
covarianzas explicadas por los efectos de los QTL'slo dal modelo genético

seleccionado.
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d. Un procedimiento de prediccion para estimar o predecivddsres genotipicos de
individuos y su descendencia basado en el modelo gers&tieocionado y en los
valores de los parametros genéticos estimados paraldaciée asistida por

marcadores.



lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Antecedentes de investigacion

3.1.1. Formacién de la poblacion de mapeo

La construccién de la poblacién de mapeo “Correcamingsde conformd por
149 lineas derivadas de &n F; provenientes de un cruzamiento entre la linea cultivada
HA89 (Helianthus annuu&. var. macrocarpugDC.) Cockerell) y una planta silvestre
identificada como Ac-8-2 (H. annuusL. ssp. texanusHeiser), procedente de una
poblacion colectada en Saltillo, Coahuila. La poblacdénmapeo se desarrollé en la
Universidad Autonoma Agraria “Antonio Narro” en el periode 1996 al 2002. Las
plantas k obtenidas se cruzaron fraternalmente y las plantéiseFon autofecundadas
para formar las 149 lineas. El criterio de seleccion tis éimeas fue que contaran con

una produccion de 50 aguenios como minimo (Rodriguez de la Paz, 2005).

3.1.2. Genaotipificacion

La técnica molecular se llevé a cabo a traves didreas AFLP (polimorfismo en

longitud de fragmentos amplificados) propuesto por ®bal. (1995), y se empleé el

protocolo “IRDye Flourecent AFLPKit for Large Plant Genome Analysis LI-COR
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(Biosciences)” en el Laboratorio de Genética del CISVRYV, IPN (Centro de

investigacion y de Estudios Avanzados) en Irapuato, Gto, Méiastillo, 2005).

3.1.3. Construccion del mapa genético

Para la construccion del mapa de ligamiento, se engbledftware JoinMap®
version 3.0 (Van y Voorrips, 2001), desarrollado para pablas experimentales en
especies diploides, el cual maneja poblaciones con padiesmocigotos. Se realizo el
registro de polimorfismos, codificando con el nimgra presencia, y 0 la ausencia de
la banda. Se realizaron pruebas Xlécuadrada para determinar la distorsién en la
segregacion para cada locus con el uso del sistema softledematica 5.0 (Wolfram,
2003). Se formaron grupos de ligamiento con un LOD de 3.0 yfrenaencia de
recombinacion maxima de 0.45 (Castillo, 2005). La convergiénfrecuencias de
recombinacion a distancia mapa se realizé a través fim¢ion de mapeo de Kosambi

(1944).

3.1.4. Analisis de ligamiento

De las 11 combinaciones de AFLP con iniciadores setectwn 145 lineas, se
obtuvieron 295 bandas polimoérficas. De todas las bandas pfidiagdencontradas, 194
procedieron del progenitor HA89 y 101 del progenitor Ac-8-2, con omedio de 26.8
polimorfismos por combinacion, con un peso molecularee®dry 506 bases (Castillo,
2005). Dicho promedio de bandas polimérficas es superior 21ds con un peso

molecular entre 200 y 1000 bases reportado por Latgdr(2003) en girasol.
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En cuanto a la tasa de distorsion en la segregacidasepahdas polimérficas
obtenidas a partir de las 11 combinaciones de iniciadorestigete utilizados, se
eliminaron los 87 polimorfismos con mayor distorsiéajotel criterio de un valor de
para la X ?cuadrada menor o igual a 0.002, lo cual representd un 29.4% de
polimorfismos eliminados. Lo anterior resultd en un to@l208 bandas polimorficas
para realizar el andlisis de ligamiento. De estas, 14ddsa(69.23%) segregaron 3:1y
64 bandas (30.76%) lo hicieron 1:1. Por otra parte, se obtuvmesha de frecuencia de
bandas de 0.65, por lo que se descartaron todas aquellastinaas frecuencia <0.45,
lo cual resulté en la eliminacion de 12 lineas. Ponteréor, se consideraron solamente

133 lineas para el analisis de mapeo (Castillo, 2005).

En elCuadro A.1 se presentan los 208 loci utilizados para obtener el ohapa
ligamiento genético, de los cuales el 19.23% (40 loci) se agmupn 17 grupos de
ligamiento (Figura A.1) con un LOD score minimo de 3.0 y una frecuencia de

recombinacion maxima de 0.45, lo cudl resulté en un mapgalddasidad.

El poder estadistico del experimento no fue suficienta gatectar ligamiento
entre un namero considerable de loci. Sin embargo, losagd@es no ligados también
son Utiles para detectar QTL's. EI nimero de loci mapeapor cada grupo de
ligamiento vari6 de 2 a 6 con tamafios de grupo de 21 a 65 eMsta manera se
obtuvo una distancia promedio entre loci de 14.65 cM. lhosmapeados tuvieron un
origen de banda del 20 % para Ac-8-2 y 80% para HA89 (Ca&ilh). Esto sugiere
gue una porcion substancial del genoma del progenitor machoa pestdr sub-

representado en el mapa genético. En este contexto, rLetngh (2003) encontraron
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una sub-representacion del genoma del progenitor masculR4) e girasol cultivado,
debido probablemente a la alta heterocigosidad del progesilitestre; por lo que
muchas bandas procedentes de loci heterocigotos consihist@n la segregacion en

esta investigacion se eliminaron del analisis estadisti

El mapa obtenido cubre 581.452 cM, lo cual representa aproxireataral
43.37% del promedio del genoma idelianthus annuus., de acuerdo a los diferentes
mapas de ligamiento genético de girasol cultivado public{Besry et al. 1995;
Gentzbittelet al. 1995; Jaret al. 1998; Seung-Chul y Rieseberg, 1999; Tanhgl. 2002;

Langaret al.2003; Yuet al.2003).

3.2. Localizacion experimental

El presente trabajo se desarroll6 en la Universidad Aaténagraria “Antonio
Narro” cuyas coordenadas geograficas son 25° 22’ de latitud yQ0de longitud W,
con altitud de 1754 m. para la produccion de plantula. Porpaite, las labores de
transplante se realizaron en el Campo Agricola Expetahede la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro en Navidad, N. L., locatia a 27° 04’ N y 100° 56’

0O, con altitud de 1895 m.

3.3. Material genético

Se utilizé la poblacion de mapeo “Correcamingg’ Fconformada por 149 lineas

derivadas de Fen F, incluyendo los dos progenitores (linea cultivada HA89 y un
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material silvestre proveniente de una colecta realizadatillo, Coahuila, identificado

como Ac-8-2).

3.4. Evaluacion fenotipica replicada

Se realizd la siembra de las linegsF§ para la produccién de plantulas en
primavera de 2004 en vasos de polipropileno utilizando ochilagpor cada linea, en
condiciones de vivero. El transplante en campo sezéealidia 12 de mayo de 2004. La
distancia entre plantas, surcos y grupos fue de 0.70, 0.B@0ym, respectivamente

(Figura 3.1).

Se utiliz6 la dosis de fertilizacion 60-40-00, para lo cualaplico urea y
superfosfato triple como fuente de nitrégeno y fosforspaetivamente. La frecuencia
de riegos varié dependiendo de las condiciones de humedsuledtel lo largo del ciclo

del cultivo.

Dada la limitada cantidad de semilla, se establecierarocplantas por linea por
parcela en cada una de las dos repeticiones, de las seaessideraron solamente dos
plantas para la evaluacion de todos los caracteresjugapresentaron competencia

completa a lo largo del ciclo del cultivo.
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Figura 3.1 Lineas k3 (fenotipos replicados) evaluadas en el Campo Agricola Ewpetal de la Universidad Autonoma Agraria

Antonio Narro en Navidad, N. L.
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Cada parcela estuvo bordeada por plantas de la variedathVfera” a través de
una siembra directa a una distancia de 0.70 m de cada plaltera por parcela. Lo
anterior se realiz6 dos semanas después del tramspiatas lineas,f;. Se establecio
un lote de autofecundacion para 29 lineas adicionalessuairo plantas por parcela y
una repeticion, con la finalidad de formar lineas endoggmiecombinantes de girasol
(RIL’s), para lo cual se realizaron tres a cuatro faat;ndaciones en botones florales de
cada planta correspondiente a una linea adicionatamip sélo un aplicador de franela

por planta para evitar cualquier contaminacion por polen.

3.5. Caracteres evaluados

En la etapa de floracion se cubrieron botones flereds bolsas de papel, previa
identificacion de cada linea:Fs, en las dos plantas consideradas para la evaluacion de
todos los caracteres. Se realizaron tres a cuatodeaundaciones en botones florales
para cada planta evaluada por linea, utilizando sélo ucadpli de franela por planta

para evitar cualquier contaminacién por polen.

Los caracteres evaluados en condiciones de campo fukasra floracion, dias a
madurez fisioldgica, altura de planta, nimero y didongér capitulos. Para la evaluacion
de este ultimo, se llevé a cabo un muestreo aleadlericnco capitulos por planta, los
cuales fueron autofecundados para la produccién de aquendianietro de capitulos
se basé en dos mediciones perpendiculares, considesatatnente el promedio de
estas mismas en cada repeticion para los andlisisigstasl En las 133 lineas.#

(fenotipos replicados), asi como los progenitores ndsergaron diferencias en cuanto
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a dias a floracion y dias a madurez fisiolégica, parual, se consideré tomar un solo
dato cuantitativo para cada linea, por lo que no se realidas analisis de varianza
respectivos a estos caracteres. El peso, nimerotgnidm de aceite de aquenios, se
evaluaron en condiciones de laboratorio, tomando coeferencia los capitulos

muestreados para la evaluacion del diametro de capitulos.

En el Cuadro A.2 se muestran las medias solamente para seis casactere
evaluados (altura de planta, nimero de capitulos, diardetrcapitulos, nimero de

aquenios, peso de aquenios, y contenido de aceite de aquenios).

La altura de planta se evalué cuando se present6 el 50% rtierafleral para
cada linea, realizando mediciones desde la base hgstatel de crecimiento de cada
planta utilizando una cinta métrica. Los capitulosceataron cuando las plantas
presentaron madurez fisiologica. Desde la siembra hastal 086 de los capitulos de
cada planta por linea evaluada alcanz6 la etapa R5.5 (50%edira de flores
liguladas) se determinaron los dias a floracion, misnttae los dias a madurez
fisiologica se tomaron cuando las bracteas y una grapommon del capitulo se
tornaron de color amarillo y café (etapa R9) (Schnsitkfiller, 1981). Los aquenios
fueron cosechados, contabilizados y pesados de cadacapitestreado para evaluar el

namero y peso de aquenios.

Para determinar el contenido de aceite de aquenios se diliz@todo para

extraccion de lipidos propuesto por Bligh y Dyer (1959), el cegliere muy poca
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cantidad de muestra (0.5 g), permite una excelente egimae porcentaje de lipidos y

es rapido (Figura 3.2). El protocolo de este método éguadste:

b)

d)

9)

Pesar 0.5 g de muestra previamente molida + 40 ml de laantezsblventes (70
ml de cloroformo, 25 ml de metanol y 5 ml de agua desjilada
Transferir la mezcla de solventes + muestra a un embusiepagacion.

Anadir agua destilada (1 ml) mezclar y dejar formar lagac

Colectar la capa de cloroformo dentro de un matraz foodo plano a peso
constante.

Primera Extraccion
Anadir 5 ml de Metanol y 40 ml de Cloroformo, mezglacolectar la capa de

cloroformo dentro de un matraz bola fondo plano a pesstante.

SegundaExtraccion

Anadir 5 ml de Metanol y 20 ml de Cloroformo, mezglacolectar la capa de

cloroformo dentro de un matraz bola fondo plano a pesstante.

TerceraExtraccion

Extraccion de solventes (Soxhlet) y calculo del % pidds.



Figura 3.2 Extraccion de lipidos a través del método propuesto figh B Dyer. A) Matraz a peso constante sin aceligpeso de

muestra (g).



500 mli
BPYREX

Figura 3.2 Continuacion



% Aceite =

PesoCte (Matraz + Aceite) - PesoCte (Matraz)

GramosdeMuestraSeca

100
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3.6. Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental utilizado para la evaluaciénotipica fue bloques
incompletos al azar con dos repeticiones, utilizando @ugitupos (bloques) de 38
parcelas por repeticion. Cada parcela consistio de cuamtapl Los factores incluyeron

repeticiones, grupos y familias y se aplico el sig@enddelo lineal:
Yik = +Gi +Rj + F + (GR)ij + Eix

Donde:
M = media general.

i=1,2,...., 9 (grupos)
] =1, 2 (repeticiones)

k=1, 2,...., f (familias)

Gi = efecto del-ésimo grupo.

R;j = efecto de Ig-ésima repeticion.

Fui = efecto de l&-ésima familia anidada eniegsimo grupo.

(G R)ij = efecto de la interaccion de€simo grupo por lgésima repeticion.
Eijk = efecto del error experimental.

Yijk = observacion de le-ésima familia anidada en eEsimo grupo, de Igésima

repeticion.
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Se realizaron andlisis de varianza en el softwarandéisis de datos R Version
2.6.0 (R Development Core Team, 2006), para altura de plaint@gero y diametro de
capitulos, nimero y peso de aquenios y contenido de deedtguenios para determinar
diferencias estadisticas entre las 133 lineas considepada el andlisis de QTL's,
incluyendo asimismo los dos progenitores utilizados en clagzamientos inter-

subespecificos.

3.7. Andlisis genético

Se realiz6 un ANOVA por locus individual no ligado (analide marcadores
individuales) en el software para andlisis de datos RideR.6.0 (R Development Core
Team, 2006), para determinar alguna posible asociacion eardatcador para cada

caracter evaluado.

En cuanto a los analisis de QTL’s se tomd como basmeh genético basado en
marcadores AFLP. Se consider6 un nivel de significanstadéstica de amplitud
gendmica de 0.05 en la deteccion de QTL's. Se utilizé ebeefanalitico de mapeo por
intervalos (Lander y Botstein, 1989) para la identificaaé QTL's y estimaciéon de sus
efectos fenotipicos, con el uso del paquete MapQTL®i#er4$.0 (Van Ooijeret al.

2002).

Se realizaron pruebas de permutacion (Churchill y Doerge, 198drge y
Churchill, 1996) para establecer los valores criticos dee&iadisticos de prueba,

solamente para aquellos grupos de ligamiento con un LOD say@ que 1.5.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Lineas endogamicas recombinantes (RIL’S)

De las plantas correspondientes a las 29 lineas adie®(lineas derivadas dg F
en k) para obtener las lineas endogamicas recombinantestus® ain promedio de 93
aguenios por linea, considerando solamente el 75.86% de ks dime respecto al total.

El resto de las lineas adicionales (24.14%), present6é un 10886rtdidad de plantas.

Anélisis estadistico

Evaluacién fenotipica replicada

Se observaron diferencias significativas en cuantpaticiones solamente para
el caracter contenido de aceite de aquenios con un valér ieal a 2.2 x 10%°
(Cuadro 4.1). Se observaron diferencias significativas entre ggupara altura de
planta, nUmero de capitulos y contenido de aceite de agussm un valor de igual a
0.0004464, 2.237 x 18° y 5.896 x 107, respectivamente. En cuanto a didmetro de
capitulos, numero y peso de aquenios, los resultadesiobs del andlisis no indican
significancia entre grupo€uadro 4.1). En cuanto a la interaccién de repeticiones por

grupos se observo significancia altura de planta y nadeaguenios con un valor 8e
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igual a 0.0443265 y 0.08072. Sin embargo, para los caracteres numgmetro de
capitulos, asi como peso de aquenios y contenido de aceigudmios no hubo
significancia en la interaccion de repeticiones por griffesmdro 4.1). Se detectaron
diferencias significativas entre familias dentro depgs para los caracteres altura de
planta, nimero de capitulos, mostrando un valoP dgual a 2.2 x 10 para los dos
caracteres. Asimismo, para el didmetro de capituldmero y peso de aquenios, y
contenido de aceite de aquenios se detectaron diferergmafecativas con un valor de
P igual a 0.0001479, 0.02641, 2.0 x*®0y 2.72 x 13>, respectivamente entre familias

dentro de grupo&uadro 4.1)

De acuerdo a las diferencias significativas encontrada®e familias dentro de
grupos para seis caracteres evaluados, se infiere laneiastie variacion genética en la
poblacion para los caracteres evaluados. Por udltimamnéécido de aceite de aquenios
en 83 lineas de girasol fluctué de 20.16 a 43.10%. En estxtmridarkeet al (2005),
reportaron un contenido de aceite de 40% en girasol cultiyadé % en girasol

silvestre.

Andlisis genético

Se detecté un QTL con significancia de amplitud genduhcQ.017 para peso
de aquenios denominado (PA-GXE)gura 4.1). Este QTL asociado al locus marcador
M208P1E-ACC/M-CAC (posicion del marcador 0 cM en grupo de ligata), present6
un efecto aditivo estimado de 0.206332 y explicd el 10.2% derianza fenotipica

(Figuras 4.1By 4.1C)



Cuadro 4.1 Cuadrados medios para seis caracteres relacionaddemdaticacion del girasol en una poblacion segregarig F

Caracteres evaluadds

F.V. AP NC DC NA PA CA
Repeticiones 0.0519 NS 178 NS 0.160 NS 87 NS 0.129 NS 0.08397 ***
Grupos 0.1214 *** 3695 *** 1.660 NS 312 NS 0.311 NS 0.00928 ***
Rep x Grupos 0.0525** 589 NS 1.720 NS 1627 * 0.267 NS 0.00132 NS
Familias/grupos 0.0895 *** 2860 *** 2.470 *** 1003 ** 1.214 *** 0.00465 ***
Error Residual 0.0190 341 1.138 708 0.166 0.00072

" AP = Altura de planta (m); NC = nimero de capitulo€; ©diametro de capitulos (cm); NA = nimero de aquefids= peso de

aquenios (g), CA = contenido de aceite de aquenios (%).
* Significativo al 0.05 de probabilidad.

** Significativo al 0.01 de probabilidad.

*** Significativo al <0.001 de probabilidad.

NS = No significativo.
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Asimismo, se detecté un QTL sugestivo para peso de aquewies3) ligado al
marcador M263P1E-ACC/M-CAT (posicion del marcador 0 cM empgr de
ligamiento), el cual explicé un porcentaje mayor dealdanza fenotipica con respecto a

PA-G11(Cuadro 4.2; Figura 4.1C)

Estos dos QTL's explicaron de manera simultanea el 221&%a variacion
fenotipica observada para este caracter. Se deteadtnms cuatro QTL’'s sugestivos
distribuidos en cuatro de los 17 grupos de ligamiento, aigatims caracteres altura de
planta (AP-G2), nimero de capitulos (NC-G4), diameteo capitulos (DC-G12) y
namero de aquenios (NA-G17), los cuales explicaron de 710.8% de la varianza

fenotipica observad@uadro 4.2)

Dos QTL'’s sugestivos para los caracteres namero y tliarde capitulos (NC-
G4 y DC-G12, respectivamente), presentaron efectov@slihegativos con respecto al
progenitor cultivado. El efecto negativo observado en élctar diametro de capitulos
pudo deberse a un fendmeno biolégico o a error de muesiwsovalores bajos en
cuanto a LOD score<(.14) detectados para el contenido de aceite se debieron
probablemente al tamafio de muestra, ya que de los 133 indiwdusiderados en el
mapa geneético, solamente el 62.4% de estos contarodatos cuantitativos para este
caracter. Se determiné al efecto aditivo de cada QThtifdedo, considerando el
efecto como positivo cuando la media estimada del tearaoantitativo asociado a los
alelos (HA89) fue mayor con respecto a la media de &esatilvestres (AP-G2, NA-

G17, PA-G3) y (PG-G11(Cuadro 4.2; Figuras 4.1B y 4.1D)
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Figura 4.1 Perfiles de un QTL con significancia de amplitud genanpara peso de aquenios en el grupo de ligamiento 11,
denominado PA-G1XA) Lod score(B) efectos aditivog,C) varianza fenotipica explicada por el QTL (%)Dy media estimada de
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Cuadro 4.2 Resultados del analisis de QTL'’s a través de mapeinf@mwalos para caracteres relacionados a la domektic del
girasol en una poblacion segregantd-

Mapeo por Intervalos

Posicion Locus Marcador Efectos
Caracter QTL Lod score  PVE AG® AC®

(cm) T Flangueante Aditivos
AP AP-G2 5.0 M243P1E-AGC/M-CAT 1.94 10.3 0.204 0.012 0.0953084
NC NC-G4 0.0 M434P1E-ACG/M-CAA 2.24 9.0 0.085 0.005 -8.21146
DC DC-G12 0.0 M323P1E-AGG/M-CAC 1.62 7.1 0.170 0.010 -0.452724
NA NA-G17 22.5 M307P1E-AGC/M-CAT 1.53 8.5 0.187 0.011 8.92463
PA PA-G3 0.0 M263P1E-ACC/M-CAT 1.92 11.9 0.085 0.005 0.238776
PA PA-G11 0.0 M208P1E-ACC/M-CAC 1.89 10.2 0.017 0.001 0.206332

" AP = Altura de planta (m); NC = nimero de capitulo€; ©diametro de capitulos (cm); NA = niimero de aquefds= peso de
aquenios (g).

™ La descripcién de cada QTL se basa de acuerdo a la aiewvieccada caracter y al grupo de ligamiento en el mapigaseiento
genético.

"Posicién del QTL con respecto al primer locus marcadogfleante.
" Porcentaje de la varianza fenotipica explicada pQiTél
? Significancia estadistica de amplitud genémica.

# Significancia estadistica de amplitud cromosémica.
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Por el contrario, se consider6 como efecto negatiilL{€con efectos aditivos
en direccion opuesta) cuando la media estimada del cac@etitativo asociado al
genotipo silvestre fue mayor con respecto al genotipovadtt (NC-G4, DC-G12), por
lo que la direccionalidad de los efectos alélicos dependegran parte del fondo

genético.

El analisis de marcadores individuales (asociacion slocsarcador-QTL)
identificd 96 loci significativos de los 168 loci poliméd& no ligados al mapa genético,
asociados a los ocho caracteres evaluados de los unales encuentra potencialmente
asociado al caracter numero de aquenios (M120P1E-AGC/M-GA#@s al caracter
dias a madurez fisiologica (M290P1E-ACC/M-CTT, M486P2E-ACTMF,
M177P1E-ACC/M-CTT) a una significancia igual R <0.001 (Cuadro 4.3). Lo
anterior, representa el 46.15% de los 208 bandas polimédmasideradas para el

andlisis de ligamiento.

Por otra parte, se registraron asociaciones QTL-marckdoranera significativa
al 0.001 de probabilidad a través del andlisis de marcadu®éduales en 28 loci
marcadores para siete caracteres evaluados, de los ttaaldgd217P2E-ACC/M-CTT,
M281P1E-ACA/M-CAG y M372P2E-ACC/M-CTT, se asociaron a dosadares
diferentes (DMF-CA, NA-PA y AP-DMF, respectivament@uadro 4.3) Por otra
parte, tomando como base las 28 bandas polimoérficas, 2ktde grovinieron del
progenitor HA89 y siete del progenitor silvestre (Ac-8-2) reprteselo el 75.0% vy

25.0%, respectivamen{€uadro 4.3).
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Cuadro 4.3 Loci marcadores no ligados con significancia al 0.001 deapibdad, para
caracteres relacionados a la domesticacion del gieasoha poblacion segreganteHs
a través del método de marcador individual (ANOVA).

Marcador Individual (ANOVA)

Caracter' Locus marcador Caractér Locus marcador
AP M84P1E-ACG/M-CAA DMF M469P1E-ACC/M-CTT
AP M372P2E-ACC/M-CTT DMF M342P1E-ACC/M-CTT
DC M312P2E-ACA/M-CAG DMF M243P1E-ACC/M-CTT
DC M160P1E-AAG/M-CAA DMF M194P1E-ACC/M-CTT
DC M253P1E-ACG/M-CAA DMF M189P1E-ACC/M-CTT
DC M221P1E-AGC/M-CTT DMF M155P1E-ACC/M-CTT
NA M281P1E-ACA/M-CAG DMF M151P1E-ACC/M-CTT
PA M281P1E-AGC/M-CAT DMF M134P1E-ACC/M-CTT
PA M281P1E-ACA/M-CAG DMF M89P1E-ACC/M-CTT
DF M180P1E-ACG/M-CAA DMF M372P2E-ACC/M-CTT
DMF M416P1E-ACC/M-CTT DMF M217P2E-ACC/M-CTT
DMF M166P1E-ACC/M-CTT CA M209P1E-AGC/M-CAA
DMF M324P2E-ACC/M-CTT CA M217P2E-ACC/M-CTT
DMF M305P2E-ACC/M-CTT CA M155P2E-AGC/M-CTT
DMF M364P1E-ACG/M-CAA CA M92P2E-ACC/M-CAC
DMF M162P1E-AGG/M-CAC

" AP = Altura de planta (m); DC = didmetro de capitufos); NA = nimero de
aguenios; PA = peso de aquenios (g); DF = dias a floracitk B dias a madurez
fisioldgica; CA = contenido de aceite de aquenios (%).



57

Se detectaron dos loci marcadores (bandas polimérficas)gual nimero de
pares de bases y una significancia al 0.001 de probabilidaavés tdel andlisis de
marcadores individuales para peso de aquenios con diferemtbinacion de bases

restrictivas del oligonucleétido EcoRI y Mg&uadro 4.3).



V. CONCLUSIONES

Se obtuvo un promedio de 93 aquenios por linea adicional (lieeasadas de F
en k) en el 75.86% de estas con respecto al total en la fonmdeitineas endogamicas

recombinantes (RIL'’S).

La evaluacién fenotipica demuestra gran variabilidad genéntre la poblacién.

Se encontraron 96 loci significativos asociados a cehacteres especificamente
al caracter numero de aquenios y dias a madurez figialadgina significancia igualRa

<0.001.

El mapeo por intervalos identific6 un QTL con significm de amplitud
gendmica de 0.017 para peso de aquenios en el grupo de ligamienttnéd @TL's a

nivel sugestivo.

El contenido de aceite de aquenios en 83 lineas de girasti&lde 20.16 a

43.10% a través del método Blight y Dyer.



VI. RESUMEN

La identificacibn de loci de caracteres cuantitative¥Tl('s) es de suma
importancia para proporcionar un medio de respuesta con r@speontrol genético de

los caracteres cuantitativos.

El objetivo fundamental del presente trabajo fue detgdsiciones de QTL's y
estimar sus efectos genéticos, especialmente aguddomnados con la domesticacion
del girasol. Se trabaj6 con ocho caracteres: alturplaeta, niumero y diametro de
capitulos, nimero y peso de aquenios, dias a floradiés, a madurez fisiologica, y
contenido de aceite de aquenios. Para este Ultimo se etilimétodo para extraccion de

lipidos propuesto por Bligh y Dyer (1959).

El presente trabajo se desarroll6 en la Universidad Aaténagraria “Antonio
Narro” cuyas coordenadas geograficas son 25° 22’ de latitud yQ0de longitud W,
con altitud de 1754 m. para la produccion de plantula. Porpaite, las labores de
transplante (evaluacién fenotipica replicada) seizazain en el Campo Agricola
Experimental de la Universidad Autonoma Agraria Antoniordlan Navidad, N. L.,

localizado a 27° 04’ N y 100° 56’ O, con altitud de 1895 m.
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Se utilizé la poblacion de mapeo “Correcamingg’ Fconformada por 149 lineas
derivadas de Fen F, incluyendo los dos progenitores (linea cultivada HA89 y un
material silvestre proveniente de una colecta realizadatillo, Coahuila, identificado
como Ac-8-2). El disefio experimental utilizado para lal@acion fenotipica fue
bloques incompletos al azar con dos repeticiones, utilizanawo grupos (bloques) de
38 parcelas por repeticion. Cada parcela consisti6 de cuatnbagl Los factores

incluyeron repeticiones, grupos y familias.

Se establecié un lote de autofecundacién para 29 lineasradis, con cuatro
plantas por parcela y una repeticion, con la finalidadodmar lineas endogamicas
recombinantes de girasol (RIL’s), de las cuales se ohinvpromedio de 93 aquenios

por linea.

Para llevar a cabo los andlisis de QTL’s se utiliz&atware MapQTL 4.0,
tomando como base un mapa de ligamiento genético dedeagidad basado en
marcadores AFLP. Se consider6 un nivel de significanstadéstica de amplitud
gendémica de 0.05 en la deteccion de QTL’s. Para estalidecgalores criticos de los
estadisticos de prueba se realizaron pruebas de permutsai@mente para aquellos
grupos de ligamiento con un LOD score >1.5. Para determgaraaposible asociacion
caracter-marcador se realiz6 un ANOVA por locus individua ligado para cada

caracter evaluado en el software de andlisis de dapeer§ton 2.6.0).

El analisis de marcadores individuales (asociacion slocoarcador-QTL)

identificd 96 loci no ligados (representando el 46.15% de losha@8as polimorficas
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consideradas para el analisis de ligamiento) distrilsuida los ocho caracteres
evaluados, de los cuales uno se encuentra potencialrasatgado B <0.001) al
caracter namero de aquenios (M120P1E-AGC/M-CAA) y treardloter dias a madurez
fisiologica (M290P1E-ACC/M-CTT, MA486P2E-ACC/M-CTT, M177P1E-AGE

CTT).

Se registraron asociaciones QTL-marcador de mangn#isativa al 0.001 de
probabilidad a través del analisis de marcadores indivisleale8 loci marcadores para
siete caracteres evaluados, de los cualess&essociaron a dos caracteres diferentes.
Tomando como base las 28 bandas polimorficas, 21 depestasieron del progenitor
HA89 vy siete del progenitor silvestre (Ac-8-2) representand@5ed% y 25.0%,

respectivamente.

Se detecté un QTL con significancia de amplitud genduhcQ.017 para peso
de aquenios. Se detectaron cinco QTL’s sugestivos disiokien cuatro de los 17
grupos de ligamiento, afectando los caracteres alturaaheaplinimero de capitulos,
diametro de capitulos, nimero de aquenios y peso de aquendoQTIL's detectados
(incluyendo sugestivos) explicaron de 7.1 al 11.9% de lanza fenotipica para cinco

caracteres evaluados.

El contenido de aceite de aquenios en 83 lineas de girasti&lde 20.16 a
43.10%. Este estudio contribuira al conocimiento de la pandé la domesticacion del

girasol, asi como en la generacion de marcadores p#reciéa con fines de
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mejoramiento genético, dirigido a la introgresion deacteres silvestres a variedades de

girasol elite.
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Figura A.1 Mapa de ligamiento genético de girasol basado en unacpgmblde 133 lineas,k, derivada de un cruzamiento entre girasol
cultivado Helianthus annuu4. var. macrocarpus(DC.) Cockerell, HA89) y silvestreHglianthus annuud.. ssp. texanysHeiser) con
marcadores AFLP, con 40 loci distribuidos en 17 grupos deiegdo.
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Cuadro A.1 Polimorfismos utilizados para obtener el mapa de ligaimien

Marcador Locus Marcador Locus Marcador Locus Marcador Locus
1 M431P1E-AAG/M-CAA 14 M116P1E-AGG/M-CAC J7  MI155P1E-ACC/M-CAT 40 M198P1E-ACA/M-CAG
2 M357P1E-AAG/M-CAA 15 M110P1E-AGG/M-CAC 28 M149P1E-ACC/M-CAT 41 M186P1EMM-CAG
3 M317P1E-AAG/M-CAA 16 M201P1E-ACG/M-CAA 79  M383P1E-AGC/M-CAT 42 M181P1E-ACA/M-CAG
4 M437P1E-AGC/M-CAA 17 M84P1E-ACG/M-CAA 30 M353P1E-AGC/M-CAT 43 M130P1EAM-CAG
5 M328P1E-AGC/M-CAA 18 M416P1E-ACC/M-CTT 31 M281P1E-AGC/M-CAT 44" M82P1E-ACA/M-CAG
6 M320P1E-AGC/M-CAA 19 M290P1E-ACC/M-CTT 32 M262P1E-AGC/M-CAT 45 M371P1EGAM-CAA
7 M311P1E-AGC/M-CAA 20 M220P1E-ACC/M-CTT 33 M243P1E-AGC/M-CAT 46 M255P1E-AGC/M-CAA
8 M75P1E-AGC/M-CAA 21 M166P1E-ACC/M-CTT 34 M193P1E-AGC/M-CAT a7 M215P2EGAM-CAC
of M208P1E-ACC/M-CAC 2% M111P1E-ACC/M-CTT 35 M410P1E-ACA/M-CAG 48 M118P2E-ACC/M-CAA
10 M193P1E-ACC/M-CAC 23 M288P1E-AGC/M-CTT 36 M281P1E-ACA/M-CAG 49 M115PZECAV-CAA
11 M85P1E-ACC/M-CAC 24 M183P1E-AGC/M-CTT 37 M261P1E-ACA/M-CAG 50 M304PZEGAVI-CAA
12" M323P1E-AGG/M-CAC 25 M137P1E-AGC/M-CTT 38 M235P1E-ACA/M-CAG 51 M486PXECAVI-CTT
13 M129P1E-AGG/M-CAC 26 M175P1E-ACC/M-CAT 39 M224P1E-ACA/M-CAG 52 M324P2E-ACC/M-CTT

" Loci marcadores ligados al mapa genético.



Cuadro A.1 Continuacion..........

Marcador Locus Marcador Locus Marcador Locus Marcador Locus

53 M305P2E-ACC/M-CTT 66 M181P1E-ACC/M-CAC 79 M252P1E-AAG/M-CAA 92 M215P1E-AGC/M-CAA
54 M435P2E-AGC/M-CTT 67 M169P1E-ACC/M-CAC 80 M232P1E-AAG/M-CAA 93 M209P1E-AGC/M-CAA
55 M212P2E-AGC/M-CTT 68 M364P1E-ACG/M-CAA 81 M223P1E-AAG/M-CAA 94 M120P1GGXM-CAA
56 M147P2E-AGC/M-CTT 69 M343P1E-ACG/M-CAA 82 M217P1E-AAG/M-CAA 95 M94P1E®M-CAA

57 M63P2E-AGC/M-CTT 70 M235P1E-ACC/M-CTT 83 M199P1E-AAG/M-CAA 96 M328P1E-ACC/M-CAC
58 M301P2E-ACC/M-CAT 71 M123P1E-ACC/M-CTT 84 M179P1E-AAG/M-CAA d7  M258P1E-ACC/M-CAC
59 M210P2E-AGC/M-CAT 72 M341P1E-AGC/M-CTT 85 M160P1E-AAG/M-CAA 98 M254P1EGAM-CAC
60 M89P2E-AGC/M-CAT 73 M307P1E-AGC/M-CTT 86 M154P1E-AAG/M-CAA 99 M202P1EGM-CAC
61 M312P2E-ACA/M-CAG 74 M298P1E-AGC/M-CTT 87 M109P1E-AAG/M-CAA 100" M114P1E-ACC/M-CAC
62 M305P2E-ACA/M-CAG 75 M68P1E-AGC/M-CTT 88 M298P1E-AGC/M-CAA 101 M475P 1EGXM-CAC
63" M64P2E-ACA/M-CAG 76 M165P1E-AGC/M-CAT 89 M293P1E-AGC/M-CAA 102 M469P1E@/M-CAC
64 M284P2E-AGC/M-CAA 77 M385P1E-ACA/M-CAG 90 M276P1E-AGC/M-CAA 103 M181P1GE&¥M-CAC
65 M318P1E-ACC/M-CAC 78 M299P1E-AAG/M-CAA 91 M232P1E-AGC/M-CAA 104 M174P1GE@XM-CAC

" Loci marcadores ligados al mapa genético.



Cuadro A.1 Continuacion..........

Marcador Locus Marcador Locus Marcador Locus Marcador Locus
105 M162P1E-AGG/M-CAC 118 M180P1E-ACG/M-CAA 131 M151P1E-ACC/M-CTT 144 M213PTE/M-CAT
106 M136P1E-AGG/M-CAC 119  M166P1E-ACG/M-CAA 133 M138P1E-ACC/M-CTT 145 M205P1E-ACC/M-CAT
107 M274P1E-ACC/M-CAA 120 M132P1E-ACG/M-CAA 133 M134P1E-ACC/M-CTT 146 M182P TEGM-CAT
108 M213P1E-ACC/M-CAA 121 M469P1E-ACC/M-CTT 134 M89P1E-ACC/M-CTT 1477 M307P1E-AGC/M-CAT
109" M129P1E-ACC/M-CAA 122 M342P1E-ACC/M-CTT 135 M221P1E-AGC/M-CTT 148 M297PTE:AVI-CAT
110 M122P1E-ACC/M-CAA 123 M243P1E-ACC/M-CTT 136 M199P1E-AGC/M-CTT 149 M154PEEGM-CAT
111 M107P1E-ACC/M-CAA 124 M198P1E-ACC/M-CTT 137 M169P1E-AGC/M-CTT 150  MB84P1E-AGC/M-CAT
112 M464P1E-ACG/M-CAA 125 M194P1E-ACC/M-CTT 138 M133P1E-AGC/M-CTT 151 M64PTGEGA-CAT
113 M439P1E-ACG/M-CAA 126 M189P1E-ACC/M-CTT 139 M359P1E-ACC/M-CAT 152 M322P CA/M-CAG
114" M434P1E-ACG/M-CAA 127 M181P1E-ACC/M-CTT 140 M341P1E-ACC/M-CAT 153 M285P1E-ACA/M-CAG
115" M376P1E-ACG/M-CAA 128 M177P1E-ACC/M-CTT 141 M320P1E-ACC/M-CAT 154 M268P1E-ACA/M-CAG
116 M311P1E-ACG/M-CAA 12%  M170P1E-ACC/M-CTT 14> M263P1E-ACC/M-CAT 155 M244P1E-ACA/M-CAG
117 M253P1E-ACG/M-CAA 130 M155P1E-ACC/M-CTT 143 M220P1E-ACC/M-CAT 156 M192P CA/M-CAG

" Loci marcadores ligados al mapa genético.



Cuadro A.1 Continuacion..........

Marcador Locus Marcador Locus Marcador Locus Marcador Locus

157 M174P1E-ACA/M-CAG 170 M268P2E-ACC/M-CAC 183 M155P2E-AGC/M-CTT 196 M163PZR/M-CAG
158" M170P1E-ACA/M-CAG 171 M86P2E-AGG/M-CAC 184 M280P2E-ACC/M-CAT 197 M259P2E-AGC/M-CAA
159 M160P1E-ACA/M-CAG 172 M334P2E-ACC/M-CAA 185 M239P2E-ACC/M-CAT 198 M92PZECAV-CAC
160 M153P1E-ACA/M-CAG 173 M316P2E-ACC/M-CAA 186  M186P2E-ACC/M-CAT 199 M75P2E-AGG/M-CAC
161 M224P1E-AGC/M-CAA 174 M282P2E-ACC/M-CAA 187 M164P2E-ACC/M-CAT 200 M325PZECAM-CAA
162 M173P1E-AGC/M-CAA 175 M251P2E-ACC/M-CAA 188 M122P2E-ACC/M-CAT 201 MO6PZECAM-CTT
163 M115P1E-AGC/M-CAA 176  M205P2E-ACC/M-CAA 189 M84P2E-ACC/M-CAT 202 M294P2E-AGC/M-CAT
164" M98P1E-ACC/M-CAC 177 M85P2E-ACC/M-CAA 190 M442P2E-AGC/M-CAT 203 M372P2EGAM-CAC
165" M297P1E-ACC/M-CTT 178 M380P2E-ACG/M-CAA 191 M363P2E-AGC/M-CAT 204 M340PZECAV-CAA
166 M197P2E-AAG/M-CAA 179 M372P2E-ACC/M-CTT 192 M311P2E-AGC/M-CAT 205 M242PZECAM-CAA
167 M172P2E-AAG/M-CAA 180 M217P2E-ACC/M-CTT 183  M226P2E-AGC/M-CAT 206 M424P2E-AGC/M-CAT
168 M100P2E-AAG/M-CAA 181 M319P2E-AGC/M-CTT 194 M301P2E-ACA/M-CAG 207 M366PZEAM-CAT
169" M197P2E-AGC/M-CAA 182 M193P2E-AGC/M-CTT 195 M227P2E-ACA/M-CAG 208  M77P2E-ACA/M-CAG

" Loci marcadores ligados al mapa genético.



Cuadro A.2 Medias de seis caracteres evaluados de las 133 lipgasdiuyendo los dos progenitores (girasol cultivado y sihe). AP =
Altura de planta (m)NC = Numero de capitulo§C = Diametro de capitulos (cnYlA = NUumero de aquenioBA = Peso de aquenios (g);
CA = Contenido de aceite de aquenios (%).

Linea AP NC DC NA PA CA
2 1.14 27 3.27 27 0.47 34.92
7 1.15 12 3.55 8 0.18 33.12
9 0.99 40 4.59 74 2.37 31.97
11 1.14 87 1.33 5 0.07 30.94
13 1.23 NA NA NA NA NA
22 1.05 58 3.65 8 0.10 35.31
25 1.16 35 1.12 1 0.01 NA
27 1.46 10 7.91 49 1.66 32.54
29 1.00 19 2.47 3 0.11 NA
32 0.70 12 2.60 11 0.25 28.68
33 0.94 31 1.57 22 0.28 40.44
42 1.27 19 1.75 3 0.06 NA
43 1.17 42 3.48 32 0.72 37.3
54 1.07 9 4.50 13 0.31 30.56

59 1.10 22 2.00 6 0.09 NA




Cuadro A.2 Continuacion..........

Linea AP NC DC NA PA CA
60 1.22 51 NA NA NA NA
68 0.84 40 2.95 7 0.12 NA
69 1.14 46 1.25 1 0.01 NA
71 1.09 5 3.12 20 0.24 22.85
74 0.77 6 4.08 43 0.53 NA
79 1.47 40 4.52 72 0.45 30.93
83 1.23 19 3.17 2 0.05 NA
84 1.43 34 6.05 49 0.30 NA
87 1.09 26 2.52 6 0.04 NA
88 1.06 31 3.16 31 0.37 31.8
99 0.74 18 3.60 43 0.68 36.76
102 1.37 90 2.93 24 0.36 38.44
107 1.43 23 6.13 12 0.22 33.31

109 1.42 51 4.42 25 0.49 32.79
110 1.23 11 2.75 11 0.20 NA




Cuadro A.2 Continuacién

Linea AP NC DC NA PA CA
111 0.98 12 1.12 7 0.15 NA
112 1.18 21 1.75 7 0.11 NA
114 0.85 14 2.62 7 0.13 33.07
117 0.92 10 3.54 17 0.43 30.16
118 0.83 11 2.53 15 0.17 33.8
121 NA 1 1.12 5 0.10 NA
123 1.22 81 2.52 8 0.12 33.99
125 1.04 31 3.01 12 0.24 31.17
127 1.18 32 3.50 4 0.06 NA
130 1.55 13 4.63 84 2.49 26.24
137 1.28 12 1.42 1 0.01 NA
138 0.91 22 1.35 3 0.05 NA
141 1.17 20 1.95 11 0.21 NA
145 1.23 18 4.37 27 0.49 29.88
147 0.92 18 2.38 2 0.03 NA




Cuadro A.2 Continuacion..........

Linea AP NC DC NA PA CA
148 1.12 18 1.10 2 0.04 NA
169 1.51 48 4.25 16 0.36 29.51
175 1.66 75 1.62 4 0.06 NA
178 0.75 12 1.42 5 0.09 37.3
180 0.97 13 4.74 32 0.88 37.55
187 1.04 37 2.85 23 0.30 35.34
188 1.33 57 3.54 30 0.53 38.51
190 0.95 41 1.25 1 0.01 NA
192 1.13 20 3.37 59 1.25 37.8
194 1.00 20 3.59 32 0.84 30.49
196 0.75 30 1.73 23 0.46 35.2
197 1.27 62 2.94 7 0.10 32.25
198 0.93 28 4.86 27 0.47 31.27
202 0.99 9 NA NA NA NA
203 0.72 17 1.30 1 0.26 38.44




Cuadro A.2 Continuacion

Linea AP NC DC NA PA CA
204 0.99 22 2.86 34 0.58 38.29
209 1.26 51 3.25 9 0.17 36.23
210 1.07 9 2.34 2 0.03 NA
211 1.20 65 NA 1 0.01 NA
216 0.89 6 1.97 5 0.09 NA
217 1.18 47 1.62 1 0.01 39.11
218 1.08 38 2.65 5 0.11 37.48
219 0.97 14 3.65 13 0.21 32.79
226 1.24 8 7.33 17 0.53 32.53
227 1.35 29 3.73 16 0.41 34.8
228 0.98 37 3.13 17 0.34 30.56
229 0.74 22 3.05 19 0.17 38.88
230 0.90 15 1.93 25 0.56 25.98
234 1.00 33 1.19 3 0.04 NA
235 0.85 23 1.44 6 0.11 32.96




Cuadro A.2 Continuacién

Linea AP NC DC NA PA CA
237 0.80 19 3.43 23 0.35 NA
239 1.23 17 2.00 3 0.09 NA
246 1.16 5 2.53 12 0.47 32.07
247 1.08 59 3.22 4 0.06 NA
250 0.82 28 2.48 30 0.55 32.74
253 1.21 15 4.17 11 0.26 22.22
255 1.03 23 3.53 35 1.44 34.65
256 0.88 24 2.84 24 0.36 34.17
258 0.96 28 3.61 45 0.76 33.89
259 1.08 42 3.69 23 0.40 35.15
260 1.04 8 3.22 a7 0.93 37.47
263 1.34 25 4.31 35 0.72 34.74
264 0.97 57 2.99 6 0.08 37.53
280 0.93 22 3.28 66 1.14 33.38
281 0.88 10 1.37 1 0.01 NA




Cuadro A.2 Continuacién

Linea AP NC DC NA PA CA
284 1.34 8 NA NA NA NA
286 0.67 19 2.93 24 0.34 27.65
287 1.17 56 1.62 2 0.03 NA
289 1.14 50 3.83 8 0.23 39.9
291 1.72 44 3.23 17 0.22 20.39
293 0.89 23 3.62 66 1.36 32.64
295 0.98 6 NA 0 NA NA
299 1.06 28 2.68 17 0.32 36.19
302 0.72 11 3.55 1 0.02 NA
303 1.30 21 NA 0 NA NA
309 0.98 10 1.84 38 0.73 43.1
313 1.23 42 1.62 1 0.01 NA
314 1.09 55 1.61 1 0.01 NA
316 1.12 NA 3.50 130 2.93 35.64
317 1.07 18 4.23 7 0.21 34.29




Cuadro A.2 Continuacion..........

Linea AP NC DC NA PA CA
320 1.07 22 1.63 9 0.17 33.01
321 1.18 31 2.87 11 0.20 37.69
323 0.92 16 1.56 6 0.15 NA
326 0.70 21 2.79 17 0.31 30.58
327 1.06 14 5.20 16 0.37 21.99
328 1.15 30 2.69 8 0.10 29.65
329 0.83 23 3.89 12 0.31 324
330 0.99 22 1.46 2 0.04 NA
333 1.21 12 5.36 11 0.26 354
338 0.85 17 2.59 7 0.13 NA
340 0.88 51 3.23 6 0.11 25.13
342 0.66 10 2.94 4 0.08 NA
344 1.20 38 1.54 14 0.20 21.58
351 0.93 59 3.57 6 0.11 NA
353 1.10 12 3.17 15 0.27 34.32




Cuadro A.2 Continuacion..........

Linea AP NC DC NA PA CA
354 0.90 73 3.59 19 0.22 28.88
355 0.91 22 1.57 1 0.01 NA
360 1.06 28 NA NA NA NA
361 1.27 20 4.39 51 1.21 35.05
362 0.80 33 3.12 21 0.36 24.28
363 1.07 21 2.95 6 0.11 31.79
365 0.72 23 3.17 21 0.36 20.16
367 1.17 27 4.54 21 0.46 NA
369 1.11 13 1.76 31 0.71 34.59
370 0.79 17 3.23 2 0.02 NA
372 1.17 61 2.83 56 1.10 28.35
373 1.17 97 1.80 19 0.26 28.37
374 1.63 22 3.65 7 0.13 NA

Ac-8-2 1.21 405 1.34 2 0.01 NA

HA89 0.81 NA 5.06 93 4.34 44.33




