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COMPENDIO
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subespecifica, QTL.

El mejoramiento del girasol, la segunda especie con mayor produccion de aceite
a nivel mundial, depende en gran medida de la introduccién de diversidad genética de
material silvestre. El descubrimiento de restos de girasol domesticado de
aproximadamente 4,000 afos de antigiiedad en San Andrés, Tabasco, implica un origen
de domesticacién mas antiguo y posiblemente independiente en México con relacién al
este de Norteamérica. El objetivo del presente trabajo fue detectar posiciones de loci de
caracteres cuantitativos (QTL’s) y estimar sus efectos genéticos, especialmente aquellos

relacionados con la domesticacion del girasol. Se trabajo con ocho caracteres: altura de

planta. nimero y didmetro de capitulos, nimero y peso de aquenios, dias a floracion,



dias a madurez fisiologica, y contenido de aceite de aquenios, con el enfoque de mapeo
por intervalos en una poblacion de 149 lineas F»3, derivada de un cruzamiento de girasol
cultivado “HA89” (Helianthus annuus L. var. macrocarpus (DC.) Cockerell) y silvestre
“Ac-8-27 (Helianthus annuus L. ssp. texanus Heiser). Para la evaluacién de la poblacién
F,.; en condiciones de campo, incluyendo los dos progenitores, se utilizo el disefio
experimental de bloques incompletos al azar con dos repeticiones. Para llevar a cabo los
analisis de QTL’s se utilizo el software MapQTL 4.0, tomando como base un mapa de
ligamiento genético de baja densidad basado en marcadores AFLP, el cual cubre
581.452 ¢M en 17 grupos de ligamiento, y de acuerdo a los diferentes mapas genéticos
publicados, este representa aproximadamente el 43.73% del promedio del genoma de
Helianthus annuus L. Se consideré un nivel de significancia estadistica de amplitud
genémica de 0.05 en la deteccion de QTL’s. Para establecer los valores criticos de los

estadisticos de prueba se realizaron pruebas de permutacion, solamente para aquellos

grupos de ligamiento con un LOD score >1.5. Para determinar alguna posible asociacién

carécter-marcador se realizé un ANOVA por locus individual no ligado para cada

cardcter evaluado en el software de analisis de datos R (versién 2.6.0). Se identificé un

QTL significativo con amplitud genémica de 0.017 para peso de aquenios. Asimismo, se

identificaron cinco QTL’S sugestivos (aquellos mostrando una significancia de amplitud

de grupo de ligamiento < 0.05, pero con valor de amplitud genémica > 0.05) a través del

mapeo por intervalos para altura de planta, nimero y didmetro de capitulos, nimero y

peso de aquenios. Los QTL’s detectados (incluyendo los sugestivos) explicaron de 7.1 al

11.9% de la varianza fenotipica para cinco caracteres evaluados. El analisis de

marcadores individuales identificé cuatro loci no ligados que afectan al caracter nimero

de aquenios y dias a madurez fisiologica en forma altamente significativa (P <0.001). El

vi



contenido de aceite de aquenios en 83 lineas de girasol fluctué de 20.16 a 43.10% a
través del método Blight y Dyer. Este estudio contribuira al conocimiento de la genética
de la domesticacion del girasol, asi como en la generaciéon de marcadores para selecciéon

con fines de mejoramiento genético, dirigido a la introgresién de caracteres silvestres a

variedades de girasol elite.

vii



ABSTRACT

QTL ANALYSIS IN A SUNFLOWER MAPPING POPULATION (Helianthus annuus
L.) DERIVED FROM AN INTER-SUBSPECIFIC CROSS

By

CARLOS JAVIER LOZANO CAVAZOS
DOCTOR OF SCIENCE IN PLANT BREEDING

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, MEXICO. APRIL, 2008

Ph.D. M. Humberto Reyes Valdés--Adviser---

Key words: Cultivated sunflower, wild sunflower, linkage map, inter-subspecific cross,

QTL.

The improvement of cultivated sunflower, the second largest oilseed crop in the
world, depends largely on the introduction of genetic diversity from wild species. The
discovery of 4,000 years old domesticated sunflower remains from San Andrés,
Tabasco, implies an earlier and possibly independent origin of domestication in México
than eastern North America. The purpose of the present study was to detect quantitative

trait loci (QTL’s) positions and its genetic effects, especially those related with
sunflower domestication. Eight traits were evaluated and analyzed by interval mapping:
plant height, branching, head diameter, number of achenes, achene weight, days to

flowering, days to physiological maturity, and seed oil content in a population of 149

viii



lines F,3, derived from the cross of a cultivated sunflower line “HA89” (Helianthus
annuus L. var. macrocarpus (DC.) Cockerell), and a wild sunflower accession “Ac-8-2”
(Helianthus annuus L. ssp. texanus Heiser). The F,.3 population and its progenitors were
grown in field conditions, by using a random incomplete block design with two
replications. QTL analyses were carried out in MapQTL 4.0, in a low-density genetic
linkage map based on AFLP markers, which covers 581.452 ¢cM on 17 linkage groups,
and it represents approximately 43.37 % of the average Helianthus annuus L. genome,
according to the genetic linkage maps published up to date. A genome-wide statistical
significance of 0.05 was used to detect QTL'’s. To determine the empirical significance
threshold values, permutation tests were performed, only in linkage groups showing a
LOD score >1.5. Single marker-analyses using ANOVA per unlinked individual locus
for each trait evaluated was carried out to determine any possible association marker-
trait in R (versién 2.6.0). One QTL with genome-wide significance of 0.017 for achene
weight was identified. Likewise, interval mapping identified five putative QTL’s (those
showing a linkage group-wide statistical significance < 0.05, but with a genome-wide
statistical significance > 0.05) for plant height, branching, head diameter, number of
achenes, and achene weight. All of QTL’s detected explained 7.1 to 11.9% of the
phenotypic variance for five traits evaluated. Single-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 sunflower lines ranged from 20.16 to
43.10 % by the Blight and Dyer method. This work will contribute to the knowledge of
f sunflower domestication, and it will generate markers for selection with

the genetics 0

breeding purposes, aimed to wild trait introgression in elite sunflower cultivars.
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1. INTRODUCCION

El este de Norteamérica es una de al menos seis regiones del mundo donde se
piensa que la agricultura se originé de manera independiente. La principal evidencia de
esta hipétesis proviene de cambios morfolégicos en el registro arqueobotanico
especificamente del cultivo de girasol. Recientemente, el girasol se ha considerado como
el tinico cultivo domesticado en el este de Norteamérica. Sin embargo, el descubrimiento
de hace aproximadamente 4000 afios de restos de girasol domesticado de San Andrés,
Tabasco, implica un origen mas antiguo y posiblemente independiente de domesticacién
con relacion al este de Norteamérica, lo cual ha estimulado nuevas investigaciones sobre

el origen geografico del girasol domesticado (Lentz ef al. 2001; Pope et al. 2001).

Una de las herramientas mds poderosas en el aprovechamiento de los recursos
genéticos silvestres son los mapas genéticos basados en marcadores de DNA. El mapeo
genético es una herramienta muy importante en el entendimiento de la organizacién
genémica y en la relacion entre genes y fenotipo. Un mapa genético es una
representacion lineal o circular del orden de marcadores y distancias entre estos en un
cromosoma(s) de un organismo. Uno de los objetivos en la construccion de un mapa
genético es detectar y localizar los elementos genéticos responsables de la variacién en

un fenotipo de interés. El disefio del experimento de mapeo involucra el seleccionar el



tipo de cruza, las lineas progenitoras involucradas, un método para medir el fenotipo, y

una estrategia para la clasificacion de genotipos.

Tradicionalmente, las estrategias para clasificar genotipos y fenotipos han sido
evaluadas en términos de su poder para detectar un efecto genético. Esto depende del
tamafio del efecto genético y la informacion en el experimento (Sen et al. 2005). El
enfoque estandar para loci genéticos (QTL’s) que contribuyen a la variacién en un

cardcter cuantitativo hace uso de la suposicién que la variacién ambiental residual sigue

una distribucién normal (Lander y Botstein, 1989).

La identificacion de LOCI DE CARACTERES CUANTITATIVOS (QTL’s) es
de suma importancia para proporcionar un medio de respuesta con respecto al control
genético de los caracteres cuantitativos. La base para detectar QTL’s es asociar la
variacion del fenotipo con los genotipos marcadores en una poblacion segregante a
través de métodos estadisticos. Muchos factores, tales como el tamafio del genoma,
densidad del mapa genético, informatividad de marcadores, y la proporcién de datos

perdidos, pueden afectar la distribucion del estadistico de prueba.

Los métodos de mapeo de QTL’s pueden ser clasificados en diferentes grupos de
acuerdo al nimero de marcadores, modelos genéticos y enfoques analiticos aplicados.
Con el objetivo de detectar y/o localizar QTL’s, se pueden considerar dos métodos
estadisticos comunes. El primer enfoque se basa en el analisis de varianza (ANOVA), o
regresion lineal simple, llevando a cabo pruebas estadisticas basadas tinicamente en la

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



andlisis de marcador individual, y los célculos se basan en medias fenotipicas y
varianzas dentro de cada una de las clases genotipicas. El segundo, y mas utilizado, se
basa en los marcadores de DNA, en la estimacion de la fraccién de recombinacién entre
estos (o la distancia genética estimada), y en el célculo basado en méaxima verosimilitud
o en un modelo de regresion incluyendo marcadores multiples (dos o mas) como
variables independientes. El mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL’s) es un
analisis de la relacion entre el genotipo en varias localizaciones genémicas y el fenotipo
para un conjunto de caracteres cuantitativos en términos de nimero, posiciones

genémicas, efectos, interaccion y pleitropia de QTL’s, considerando la interaccién

ambiental.

La deteccién de un QTL depende de: (1) el tipo de cruza, (2) el tamario del efecto
del QTL, (3) el numero de individuos obtenidos, (4) la densidad de marcadores, y (5) y
la rigidez del valor critico seleccionado (i.e., nivel de significancia). Los principios en
los cuales se basa el mapeo de QTL’s son: (1) disectar la herencia compleja de los
caracteres cuantitativos en factores mendelianos, (2) localizar en el genoma dichos
factores, y (3) estimar los efectos de los QTL’s. El mapeo de QTL’s tiene como
objetivos fundamentales: (1) contar con informacién para clonacién basada en mapas vy,

(2) contar con marcadores para seleccion en mejoramiento genético.

El girasol cultivado (Helianthus annuus L. var. macrocarpus (DC.) Cockerell)
especie diploide anual (2n = 2x = 34), es una de las principales fuentes para extraccion
de aceite de alta calidad en el mundo. Se han realizado analisis de QTL’s para contenido

de aceite en girasol (Leon ef al. 2003; Mokrani et al. 2002). El contenido de aceite en la



semilla es un carécter determinado predominantemente por el genotipo materno, como
2
lo han demostrado cruzamientos reciprocos utilizando lineas de bajo y alto contenido de

aceite en aquenios de girasol (Pawlowski, 1964; Thompson ef al. 1979; Haro-Ramirez et

al. 2007).

El presente trabajo de investigacion contribuird al conocimiento de la genética de
la domesticacién del girasol, generando marcadores para llevar a cabo la seleccidn

asistida por marcadores (MAS), a través del andlisis de QTL’s. De acuerdo a lo anterior

se plantearon los siguientes objetivos.

1.1. Objetivos

1. Formacién de lineas endogamicas recombinantes de girasol (RIL’s).

2. Deteccién, localizacion y estimacion de efectos de QTL’s relacionados con la
domesticacion del girasol (Helianthus annuus L. var. macrocarpus (DC.)
Cockerell).

3. Determinar el contenido de aceite en aquenios de lineas de girasol para

determinar la posible presencia de QTL’s que afecten esta caracteristica.



I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen del girasol cultivado

Antes de la colonizacién humana en Norte América, Helianthus annuus estaba
restringido en forma silvestre, a lo que hoy es el sureste de los Estados Unidos (Heiser,
1978). En lo que respecta al girasol cultivado, se han encontrado aquenios en
investigaciones arqueolégicas realizadas en la parte central de Estados Unidos (Seiler y
Rieseberg, 1997). Por otro lado, existen nuevas evidencias que sugieren que el girasol
fue domesticado primeramente en México, aunque se postula que puede ser posible un

origen separado en los Estados Unidos (Piperno 2001; Burke e al. 2002).

Esta idea del origen de domesticacion multiple entra en conflicto con los
resultados del analisis de aloenzimas y DNA de cloroplastos, que indica un virtual
monomorfismo en las lineas cultivadas, lo cual sugiere un origen simple del girasol
domesticado a partir de Helianthus annuus silvestre (Riesberg y Seiler, 1990). Sin

embargo, Harter ef al. (2004), argumenta que las variedades actuales de girasol tienen un

origen tnico en Estados Unidos.



2.2. Taxonomia

De acuerdo con el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de

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

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

Especie: H. annuus.

Los girasoles silvestres y cultivados exhiben un gran niimero de diferencias
fenotipicas. Los girasoles silvestres presentan multiples ramificaciones, hojas pequeiias,
capitulos de 3.0 a 5.0 cm de didmetro, y una longitud de aquenios de 5.0 a 5.2 mm. En
contraste, las plantas de girasol cultivado no presentan ramificaciones (monocéfalas),

producen hojas grandes. capitulos de 9.0 a 11.0 cm de didmetro, y una longitud de

aquenios de 9.5 a 10.5 mm. (Burke et al. 2002).



2.3. Distribucion geogrifica

El girasol cultivado (Helianthus annuus L. var. macrocarpus (DC.) Cockerell) se

encuentra ampliamente adaptado a diversas éreas geograficas, desde subtropicales hasta

subarticas (Jan et al. 1998; Lawson et al. 1998).

Las especies silvestres de girasol estan adaptadas a un amplio rango de habitat y
poseen una considerable variacion para la mayoria de las caracteristicas agronémicas,
calidad de semilla, resistencia a insectos, enfermedades y tolerancia a condiciones
ambientales desfavorables (Seiler, 1992). El girasol silvestre H. annuus L. se encuentra

ampliamente distribuido en Norteamérica y presenta la mayor variacién morfoldgica y

de habitat (Arias y Rieseberg, 1995).

Schilling y Heiser (1981) sefialaron que las especies silvestres de girasol H.
arizonensis, H. ciliaris 'y H. laciniatus se presentan en el norte de México; H.

californicus en Baja California Norte; H. annuus en el norte de México y H. niveus en el

norte de México y Baja California.

2.4. Especiacion del girasol

La especiacion es el origen del aislamiento reproductivo y divergencia entre
poblaciones, de acuerdo al concepto biolégico de especie por Mayr (West-Eberhard,
2005). Los evolucionistas creen que la especiaciéon inicia usualmente con la

subdivisién de especies dentro de poblaciones aisladas por una barrera geogréfica



(alopatria). La especiacién simpétrica difiere de manera significativa de la
especiacion geografica en que ésta es generada por interacciones ecoldgicas (Darwin,
1858). Se han formulado hipdtesis con relacién a la arquitectura genética de la

adaptacion y especiacion (Orr y Coyne, 1992; Orr, 1998 a, b; Noor er al. 2001;

Navarro y Barton, 2003).

Helianthus annuus y Helianthus petiolaris comparten una amplia distribucién
simpatrica a lo largo del centro y oeste de los Estados Unidos. Estas son ficilmente
distinguibles por diversos caracteres morfol6gicos y cromosémicos y por relaciones
de ligamiento divergente causado por un minimo de 20 rompimientos y fusiones
cromosémicas (Burke er al. 2004). En general, H. annuus esta restringido a suelos
arcillosos pesados y H. petiolaris a suelos arenosos. Sin embargo, estos dos habitat
se encuentran a lo largo del centro y oeste de Norteamérica, lo que ha producido
innumerables “mosaicos” de zonas hibridas. Ademas, H. annuus y H. petiolaris han
originado al menos tres especies diploides estabilizadas que son fuertemente
divergentes de sus progenitores con respecto a sus habitat (dunas areniscas, desiertos
y habitat de pantanos salinos) (Rosenthal ef al. 2002). Helianthus paradoxus, pudo

haber tenido su origen en la hibridacién entre H. annuus y H. petiolaris (Rieseberg et

al. 1990; Rieseberg, 1991).

Rieseberg et al. (2003), describieron como la hibridacion entre dos especies
de girasol genero genotipos, los cuales se adaptaron a condiciones muy diferentes a
la de sus progenitores. Esto dio lugar a tres especies hibridas diploides de girasol, las

cuales estan aisladas ecoldgicamente tanto uno de otro como de sus progenitores. Lo



anterior, proporciona la evidencia de que la hibridacion interespecifica puede ser

adaptativa.

2.5. Poblaciones de mapeo

Para llevar a cabo un mapeo de QTL’s, usualmente se construye una poblacién
de mapeo experimental, la cual se deriva de un cruzamiento entre lineas endogémicas
homocigéticas. Se utilizan comiinmente cuatro tipos de poblaciones para la construccién
del mapa genético y para el mapeo de QTL’s: Poblacién F, de intercruza, poblacion F,

de retrocruza (BC), dobles haploides (DH), y lineas endogdmicas recombinantes

(RIL’s).

Poblacién F, de intercruza: es una poblacién de mapeo muy popular. Tales
poblaciones conservan todas las combinaciones posibles de alelos parentales (Lander ef
al. 1987). Sin embargo, cada individuo F, posee un genotipo diferente, por lo que
ningun disefio experimental puede ser empleado para controlar de manera efectiva la
influencia ambiental. Para resolver este problema, se puede utilizar la evaluacién de

progenies heterogéneas derivadas de individuos segregantes a través de la

autofecundacion (tal como la F3); sin embargo, se afecta la precisién de mapeo debido a

la heterogeneidad genética (Paterson et al. 1990; Paterson, 1997).

Poblacion F; de retrocruza: se deriva del cruzamiento del hibrido F; a uno de los

dos progenitores, y pose€ ventajas y desventajas similares a las poblaciones F, do

intercruza. Esta poblacion contiene menos informacién genética que la F, de intercruza
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ya que los efectos aditivos y algunos tipos de efectos epistaticos no pueden ser

diferenciados de los efectos de dominancia.

Poblacién de dobles haploides (DH): es un tipo de poblacién utilizada
comunmente en especies que pueden estar sujetas al cultivo de anteras (usualmente de
plantas F)), seguido por duplicacion cromosémica. Los individuos (DH) son
completamente homocigéticos, y pueden ser autopolinizados para producir una progenie
numerosa, la cual es genéticamente idéntica. Esto permite evaluaciones de fenotipos
replicados. De este modo, una poblacién (DH) puede llamarse también una poblacién
permanente. Este método presenta algunas desventajas: (1) no es posible estimar los
efectos de dominancia y tipos de epistasis relacionados a estos, (2) pueden variar las
proporciones en genotipos de polen que a su vez generan plantas (DH), por lo tanto,

puede ser causado una distorsién en la segregacion y falso ligamiento entre algunos loci

marcadores.

Poblacién de lineas endogédmicas recombinantes (RIL’s): son poblaciones
homocigéticas “permanentes”. Estas pueden ser generadas por medios tradicionales a
través de autofecundacién o apareamiento de estructuras familiares por muchas
generaciones, iniciando desde F por el método de descendencia de una semilla hasta
que casi todos los loci segregantes lleguen a ser homocigdticos. La principal desventaja
de esta poblacién es similar a la de la poblacién de dobles haploides: datos perdidos en
efectos de dominancia y epistasis. El desarrollo de la poblacién (RIL) lleva un tiempo
considerable y no es posible que la totalidad de los individuos sean homocigotos en

todos los loci segregantes a través de generaciones limitadas de autofecundaciones 6
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En este modelo, a es el efecto aditivo definido como la mitad de la diferencia
entre los dos valores genotipicos homocigotos, d es el efecto de dominancia definido
como la diferencia entre el valor genotipico heterocigoto y la media del valor genotipico

homocigoto, y p €s una constante. De esta manera, los efectos genéticos son definidos

solamente como una funcion de los valores genotipicos.

El objetivo del modelo es el de proporcionar una forma para resumir e interpretar
las diferencias entre los valores genotipicos y también la variacién genética observada
en una poblacion bajo estudio. La seleccion del modelo es el componente clave del
andlisis, siendo la base para la estimacion de los parametros genéticos y la interpretacion
de los datos. Tradicionalmente, el modelo genético aditivo se basa en el principio de
minimos cuadrados con efectos genéticos definidos como desviaciones de la media
poblacional (Cockerham, 1954; Kempthorne, 1957). En tal modelo, los efectos aditivos,
de dominancia y epistaticos estan en funcién de un arreglo de valores genotipicos. Es de
suma importancia tomar e€n cuenta informacién biologica y experimental, como la

heredabilidad, cobertura de los marcadores y tamafio de muestra, para establecer

criterios en cuanto a seleccion de modelos para el andlisis de mapeo de QTL'’s.

2.7. Mapeo de QTL’s

El principal objetivo del mapeo de QTL’s es localizar regiones cromosomicas
que afectan de manera significativa la variacién de caracteres cuantitativos en una
poblacion. Esta localizacion es importante para la identificacion de genes responsables

en el entendimiento de la base genética de la variacion de los caracteres cuantitativos
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(Zeng, 2005). Uno de los aspectos importantes en el mapeo de QTL’s es considerar el
tamafio de muestra. El numero de individuos proporciona informacién para la

estimacion de medias fenotipicas y varianzas.

El mapeo de QTL’s se lleva a cabo comunmente utilizando poblaciones
biparentales. Por ejemplo, para caracteres de plantas de baja heredabilidad, se sugiere
utilizar los valores fenotipicos promedio de la progenie F; derivada de plantas
autofecundadas F; en lugar del fenotipo F, por si mismo. Toda la progenie F3 derivada
de la misma planta F, pertenece a la misma familia F3. Si el tamafio de cada familia F3
(el numero de progenie F3) es suficientemente grande, el valor promedio de la familia
representard el valor genotipico de la planta F», y por tanto, puede ser incrementado el
poder en el mapeo de QTL’s de manera significativa (Zhang y Xu, 2004). Los
procedimientos de mapeo de QTL’s tales como el mapeo por intervalos (IM) (Lander y
Botstein, 1989) y el mapeo compuesto por intervalos (CIM) (Jansen, 1993; Zeng, 1993,

1994) involucran pruebas de hipotesis nula.

2.7.1 Métodos estadisticos para el mapeo de QTL’s

2.7.1.1. Analisis de marcador individual

El analisis de varianza (ANOVA), prueba de t y regresion lineal simple en loci
marcadores, se consideran como métodos simples para el mapeo de QTL’s. El primero
de estos fue el primer método para la deteccion de asociaciones entre marcadores
genéticos y caracteres cuantitativos (Elston y Stewand, 1973; Hill, 1975; Mcmillan y

Robertson. 1974; Soller et al. 1976). Los tres enfoques mencionados no proporcionan
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una estimacion del parametro de la poblacién para la localizacién de un QTL, o la
frecuencia de recombinacion entre el marcador y el QTL (Doerge, 2002). Lo anterior se

debe a que la localizacion y el efecto del QTL no pueden ser estimados por separado.

Los analisis de marcador individual son aun utilizados como un medio para
identificar marcadores que estan segregando con un caracter. La mayor parte de estas
aplicaciones se enfocan en la deteccion de marcadores individuales, en lugar de regiones
genémicas, y representan un medio eficiente y rapido para examinar poblaciones

grandes para caracteres especificos, tales como resistencia a enfermedades (Timmerman

et al. 1996; Varshney et al. 2000).

El método de regresion lineal simple se considera el mas sencillo en cuanto a la
asociacién de marcadores con la variacion de un caracter cuantitativo (Soller er al.
1976). Evidentemente, este simple enfoque presenta algunas desventajas, tales como: (1)
el método no revela si los marcadores estan asociados con uno o mas QTL’s, (2) no
estima las posiciones probables de los QTL’s, (3) los efectos de los QTL’s son
probablemente subestimados ya que estos son confundidos con las frecuencias de
recombinacién y a causa de lo anterior, (4) el método no es muy poderoso y se requiere
de muchos individuos para realizar la prueba (Lander y Botstein, 1989). No obstante,
este enfoque es aun considerado como un método muy 1til para detectar las asociaciones

entre marcadores de DNA y caracteres cuantitativos.

El enfoque de méxima verosimilitud fue introducido para mejorar el poder para

estimar los efectos de QTL’s, por lo cual, se han propuesto diversos procedimientos de
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maxima verosimilitud basados en marcadores individuales (Weller er al. 1988; Luo y
Kearsey, 1991; Darvasi y Weller, 1992). El método de maxima verosimilitud en
marcadores individuales no puede determinar la posicién del QTL con respecto al

marcador.

La ventaja principal del andlisis de varianza en un loci marcador es su
simplicidad. Ademas, no se requiere un mapa genético para los marcadores, y el método
puede ser facilmente aplicable para loci multiples. Otra ventaja seria la inclusion de
cofactores (e.g., tratamientos o efectos ambientales). El analisis de varianza para el
mapeo de QTL’s tiene tres desventajas principales: (1) no se obtienen estimaciones por
separado en cuanto a localizaciones y efectos de QTL’s (la localizacion del QTL se
indica observando solamente, cuales marcadores proporcionan las mayores diferencias
entre las medias de grupo del genotipo). El efecto aparente del QTL en un marcador sera
mas pequefio que el efecto real del QTL como resultado de la recombinacién entre el
marcador y el QTL; (2) se descartan individuos cuyos genotipos no aparecen en el
marcador (datos perdidos) y, (3) puede haber una disminucién en el poder de deteccion

de QTL’s cuando los marcadores se encuentran ampliamente espaciados.

2.7.1.2. Mapeo por intervalos

Este método fue propuesto primeramente por Lander y Botstein (1989), en el

cual se examinan los intervalos entre pares adyacentes de marcadores a lo largo de un
cromosoma y se determina el perfil de verosimilitud de una posicion de un QTL en el

genoma, calculando la razon de verosimilitud. El principio de maxima verosimilitud se

we TT7H6RT
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basa en: (1) que puede calcularse para un conjunto de parametros (particularmente el
efecto y posicion del QTL) proporcionando los datos observados en fenotipos y
genotipos marcadores, (2) las estimaciones de los pardmetros corresponden a mayores
verosimilitudes, y (3) el estadistico de prueba es la razéon de verosimilitud (LR)
(evidencia de un QTL), comparando la maxima verosimilitud con la verosimilitud de un
modelo reducido, donde el modelo reducido se refiere a la hipotesis nula (no efecto del
QTL). La diferencia entre maxima verosimilitud y regresion es que este ltimo asume
normalidad dentro de un grupo de marcadores. Si el perfil de verosimilitud supera un
valor critico predefinido en una region, se indica la presencia de un QTL en los limites
del perfil de verosimilitud méximo con la amplitud del limite definido por el llamado
intervalo de soporte (Lander y Botstein, 1989). Estos autores, generaron una prueba de

razén de verosimilitud basada en la hipétesis:

Hp:b*=0 y Hp:b*=0

Donde b * es el efecto de un QTL sugestivo expresado como una diferencia en

efectos entre el homocigoto y heterocigoto, asumiendo que el QTL sugestivo fue

localizado en el punto de consideracion.

Haley y Knott (1992); y Martinez y Curnow (1992), introdujeron un
procedimiento de mapeo de QTL’s basado en el método de regresidon de minimos
cuadrados. El principio bésico es estimar las probabilidades de genotipos QTL’s en los

intervalos definidos por marcadores, y de estas probabilidades calcular los coeficientes
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de regresion para ser utilizados en la estimacion de la localizacion y efecto de los

QTL’s.

Esta metodologia result ser una buena aproximacion a los métodos basados en
méxima verosimilitud y redujo en gran magnitud la demanda computacional del mapeo
de QTL’s, simplificando de igual manera, las modificaciones al modelo basico y puede
ser ejecutado en paquetes estadisticos estandar. Uno de las principales desventajas de
este enfoque es: (1) ligamiento entre QTL’s, (2) este método trata con los efectos de
QTL’s adicionales como la variacién de muestreo, la cual 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 cruzamientos entre
lineas exogamicas. Kao (2000) investigd de manera analitica y numérica a través de
simulacién, las diferencias entre el mapeo de QTL’s basado en maxima verosimilitud y
regresion lineal. Su estudio indicd que los métodos basados en méxima verosimilitud

pueden ser mas exactos, precisos y poderosos a costa de un incremento en demanda

computacional.

El mapeo por intervalos (IM) tiene diversas ventajas con relacion al analisis de
varianza en que este: (1) proporciona una curva, la cual indica la evidencia de un QTL,
(2) toma en cuenta la deduccion de QTL’s a posiciones entre marcadores, (3)
proporciona mejores estimaciones en cuanto a efectos de QTL’s, y (4) la ejecucion de
este enfoque toma en cuenta datos de genotipos marcadores incompletos. Sin embargo,

este enfoque presenta algunas desventajas: (1) este método no es una prueba por
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intervalos como tal (una prueba, la cual pudiera distinguir si existe o no un QTL dentro
de un intervalo definido, y que deba ser independiente de los efectos de QTL’s que se
encuentren fuera de una region definida). Aun cuando no exista un QTL dentro de un
intervalo, el perfil de verosimilitud en un intervalo, puede exceder aun el valor critico de
manera significativa si existe un QTL en alguna regién cercana en el cromosoma, (2) si
existe mas de un QTL en un cromosoma, el estadistico de prueba en la posicion probada
sera afectado por todos estos QTL’s, y las posiciones y efectos estimados de los QTL’s
identificados por este método pueden ser probablemente sesgados (Haley y Knott, 1992;
Martinez y Curnow, 1992), y (3) no es eficiente utilizar inicamente dos marcadores a la
vez para llevar a cabo la prueba, mientras que la informaci6n de otros marcadores no es

utilizada. Estos problemas también se aplican a muchos otros métodos de mapeo de

QTL’s comparables (Knapp ef al. 1990).

Xu (1995), sefialé que aunque el método de Hayley y Knott (1992), no demanda
mucho tiempo computacional y produce resultados similares con respecto a los
obtenidos por IM, la estimacion de la varianza residual es sesgada (tiende a dar valores
mas bajos para la prueba de razon de verosimilitud), y puede ser afectado el poder de
deteccion de QTL’s. Para cada posicion en el genoma es determinada la verosimilitud
para la presencia de un QTL segregante (verosimilitud bajo la hipétesis alternativa H)).

De igual manera se calculan los efectos genéticos del QTL y la varianza residual.

El enfoque del mapeo por intervalos considera un QTL a la vez, por lo tanto, IM
puede sesgar la identificacion y estimacion de QTL’s cuando se localizan multiples

QTL's en el mismo grupo de ligamiento (Lander y Botstein, 1989; Haley y Knott, 1992;
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Zeng, 1994). Existen algunos problemas con €ste método, los cuales son: (1) el
estadistico de prueba en un intervalo puede ser afectado por QTL’s localizados en otras
regiones del cromosoma, por lo que las posiciones estimadas y efectos de QTL’s
identificados por éste método pueden presentar un sesgo y, (2) no es eficiente utilizar
solamente dos marcadores a la vez para realizar la prueba, mientras que no es utilizada

la informacién de otros marcadores.

En el mapeo por intervalos, la distribucion del fenotipo es modelada como una
mezcla de dos o mas componentes, los cuales corresponden a los dos 0 mas genotipos
diferentes en el QTL sugestivo (Lander y Botstein, 1989). En casos donde la distribucion
fenotipica se desvia de la distribucién normal, puede resultar en falsos positivos, los
cuales pueden ser obtenidos en regiones de baja informacion genotipica (ejemplo.,
marcadores ampliamente espaciados, bajo nivel de polimorfismo, o muchos datos
perdidos de marcadores). Rebai et al. (1994, 1995), destacaron que para el mapeo por

intervalos, la posicion del QTL es un parametro que se presenta unicamente bajo la

hip6tesis alternativa.

2.8. LOD score

La evidencia de un QTL en una posicién cromosémica en particular puede
evidenciarse como un mapa de verosimilitud, la prueba estadistica de razon de
verosimilitud es graficada con respecto a la posicién mapa del QTL. Lander y Botstein
(1989) introdujeron por primera vez el concepto de mapas de verosimilitud (utilizar el

L.OD score como un estadistico de prueba).
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El LOD score (logaritmo de los momios, es el logaritmo base 10 de la
verosimilitud de que dos loci estén ligados sobre la verosimilitud de que estén
segregando de manera independiente) muestra la evidencia de la presencia de un QTL en
una localizacién determinada. Cuando un LOD score excede el valor critico

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

En el mapeo por intervalos, el efecto del QTL es descrito por un modelo normal

mixto. La evidencia de un QTL sugestivo en una posicién en el genoma es medido por la

razén de verosimilitud del modelo mixto comparado a una distribucién normal (LOD

score) (Feenstra y Skovgaard, 2004). Este enfoque puede causar ocasionalmente LOD

score aparentes o falsos en regiones de baja informacion genotipica (e.g., marcadores

ampliamente espaciados), especialmente si la distribucion fenotipica se desvia de

manera marcada de la distribuciéon normal.

2.9. Significancia estadistica (Prueba de hipétesis)

Sin tomar en cuenta el método utilizado para estimar y localizar QTL’s

individuales o multiples, una Vez que son calculados los estadisticos de prueba se
determina la verosimilitud del evento. La base estadistica de estas comparaciones
depende de los supuestos del modelo, el mas comun de los cuales requiere de los valores
del cardcter cuantitativo para S€f distribuidos de manera normal. Sin embargo, esta
distribucion no es normal €n realidad, y necesita ser considerado como una mezcla de

distribuciones normales (Doerge ¢/ al. 1997).
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Un enfoque para obtener la distribucion del estadistico de prueba es el de utilizar
un método de simulacion para producir los datos (Lander y Botstein, 1989; Jansen,
1993; Rebai er al. 1994). Los estadisticos de prueba en conjunto muestran el
comportamiento de la prueba y, por lo tanto, representan la distribucion estadistica del
estadistico de prueba en particular. A partir de esta distribucién, se elige el nivel de
significancia estadistico o valor critico, sobre el cual los resultados son considerados
significativos de manera estadistica (validos). Los métodos de remuestreo no

paramétricos han proporcionado una alternativa util para valores criticos basados en

simulacién (Lander y Kruglyak, 1995).

La prueba de permutaciones (Fisher, 1935; Churchill y Doerge, 1994) y el
método bootstrap (Efron y Tibshirani, 1993) han sido aplicados como un medio de

aleatorizacién de los datos fenotipicos (caracter) con el objetivo de evaluar cualquier

estadistico de prueba bajo la hipotesis nula.

En ambos métodos de remuestreo, las asignaciones de los genotipos marcadores
permanecen en su estado original, por lo tanto, no ocurre ninglin cambio en el mapa
genético. Una implicacién a esto ultimo es que se conserva toda la informacién
genotipica y de la poblacion (e.g. distorsion de la segregacion, datos perdidos y
fracciones de recombinacién) (Doerge, 2002). Situaciones en las cuales los efectos
biologicos y estadisticos son minimizados (e.g. distorsién en la segregacion, variacion
ambiental, tamafio pequefio de muestra y datos incompletos), los valores criticos basados

en métodos de remuestreo o en términos tedrico son generalmente los mismos (Van

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

Por lo general, se puede tolerar un margen de error en la deteccion de los QTL’s,
e.g. 5% de los casos. Este problema puede ser explicado a través de un ajuste de prueba
multiple, tales como Bonferroni, Scheffe 6 Tukey, el cual corrige el nivel de
significancia de acuerdo a la cantidad de pruebas estadisticas independientes que sean
realizadas (Doerge, 2002). Lander y Botstein (1989) analizaron el tema del valor critico
del estadistico de prueba (utilizando el LOD score) para el mapeo por intervalos. Sin

embargo, es diferente el valor critico del estadistico de prueba para el mapeo compuesto

por intervalos.

Para lograr un nivel de significancia total o para la prueba con M intervalos,
puede utilizarse un nivel simbolico de significancia /M para la prueba en cada
intervalo. Sin embargo, no es clara la distribucién de la méxima razon de verosimilitud
sobre un intervalo bajo la hipétesis nula. Esta distribucién depende en gran medida del

tamafio de muestra, el nimero de marcadores ajustados en el modelo y el tamafio

genético de cada intervalo.

Muchos factores como el tamafio de muestra, tamafio del genoma, la densidad
del mapa genético, informatividad de los marcadores y la proporcion de datos perdidos
pueden afectar la distribucion del estadistico de prueba bajo la hipétesis nula (Lander y

Botstein, 1989; Zeng, 1994; Churchill y Doerge, 1994; Kao, 1995).
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Se le denomina valor de P a la probabilidad de obtener un LOD score mayor con
respecto al observado. LOD scores mayores resultan en valores pequefios de P; los
cuales a su vez, indican que la hipdtesis nula es falsa (existencia de un QTL). Un LOD
score de 3 indica que la verosimilitud de obtener los datos observados, es 1,000 veces

mas probable que si no existiera ningiin QTL dado que existe un QTL en una posicién

especifica.

Se han realizado diversos esfuerzos en cuanto a la estimacién del valor critico, el
cual corresponde a un valor de P del 5%. La distribucion nula del LOD score méaximo,
depende de: (I) el tipo de cruza, (2) el tamafio del genoma, (3) el numero y
espaciamiento entre marcadores genéticos, (4) la cantidad y patrén en cuanto a la

informacion de genotipos perdidos, y (5) la distribucién real de los fenotipos.

2.9.2. Pruebas de permutacion

Para evitar calculos asimétricos aproximados de manera asintotica, se puede
utilizar la prueba de permutaciones (Churchill y Doerge, 1994). La idea es replicar el
andlisis original una gran cantidad de veces en grupos de datos generados a través de un

remuestreo aleatorio de los datos originales del cardcter mientras permanecen intactos

los datos de marcadores.

La evaluacién de la significancia estadistica de amplitud gendémica es un
problema importante y dificil en el analisis de ligamiento multipunto. La permutacion es

ampliamente utilizada para determinar la significancia de amplitud genémica (Zou et al.
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2004). Churchill y Doerge (1994), sugirieron originalmente al menos 1,000
permutaciones para estimar los valores criticos, lo cual corresponde a un valor de P
ajustado de 0.05; sin embargo, sefialan que se pueden requerir hasta 10,000
permutaciones para obtener estimaciones estables de un valor critico, correspondiente a
un valor de P ajustado de 0.01. La prueba de permutaciones tiene la ventaja que no hace
suposiciones en la distribucion del fenotipo. Sin embargo, los valores criticos dependen

de los datos observados, de modo que estos deben ser analizados por el método de

Monte Carlo para cada estudio.

El algoritmo para generar un valor critico basado en permutaciones es el
siguiente: (a) En el experimento los individuos son designados con numeros unicos
(1,.... n), (b) los datos fenotipicos son mezclados, tomando una permutacion al azar de
los indices 1...., n, e igualando el i-ésimo valor del caracter fenotipico a el individuo con
el indice dado por el i-ésimo elemento de los indices permutados. Este vector permutado
de caracteres es igualado con la informacion original de los genotipos (no permutado)
para todos los individuos, (c) se realiza un analisis del genoma para efectos de QTL’s en
el conjunto de datos permutados resultantes, registrando el mayor estadistico de prueba
(LOD score), (d) los pasos a y b se repiten un total de NV veces (N es frecuentemente
1000), produciendo N estadisticos de prueba maximos, uno de cada analisis genoémico,
(e) los estadisticos de prueba N maximos son ordenados en orden ascendente (menor a

mayor) y. (f) el percentil 100 (1-a)de los valores N ordenados, es el valor critico
estimado del experimento para controlar el error tipo I a nivel o. Con a=0.05 y

N =1000, el valor 950 de los estadisticos de prueba maximos ordenados, sera el valor
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critico estimado. Se puede observar que atiin cuando N =1000, es suficiente para obtener
un valor critico para a=0.05 se recomienda el conjunto de datos mezclados en el orden

de N=10,000 con a=0.01, para obtener estimaciones estables (Churchill y Doerge,

1994).

2.9.3. Valores de P ajustados

Los valores de P ajustados proporcionan significancia de amplitud genémica de
LOD score individuales, y estos se obtienen a través de una modificacién del algoritmo
para generar valores criticos basados en permutaciones. EI LOD score actiia como un
perfil de verosimilitud, revelando en cada punto de analisis el soporte relativo por la

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

Dos de los enfoques mas comunes para estimar los valores criticos son: (1) el
método analitico (Lander y Botstein, 1989; Lander y Kruglyak, 1995) y, (2) el método
empirico basado en pruebas de permutacion (Churchill y Doerge, 1994; Doerge y
Churchill, 1996; Nettleton y Doerge, 2000). Los valores criticos se calculan para
controlar la tasa de falsos positivos a nivel a para el andlisis completo del genoma. Un
valor critico no proporciona un nivel preciso de significancia de amplitud genémica para
los valores LOD score individuales. Es importante conocer la significancia de amplitud
genomica o valores de P ajustados de cada uno de los puntos de analisis representados

en la curva LOD score (Westfall y Young, 1993).
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La interpretacion de un valor de P ajustado para un LOD score en particular
dentro de un analisis gendmico, se refiere a la probabilidad de observar el maximo LOD
score de un analisis genémico que fue al menos tan grande como el LOD score en

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

Lo anterior difiere de un valor de P estdndar no ajustado, el cual considera
solamente la significancia marginal del LOD score para un punto de andlisis en
particular, sin explicar otros LOD score obtenidos para el analisis completo del genoma.
Ademas, tal algoritmo modificado también proporciona un célculo aproximado Monte
Carlo a la distribucion nula del LOD score maximo proveniente del andlisis completo
del genoma. Este algoritmo es apropiado cuando la hipédtesis nula plantea que no hay
presencia de algin QTL en una posicion en particular del genoma, de manera que la

informacion fenotipica y genotipica es mutuamente independiente.

Para calcular los valores de P ajustados, la unica parte del algoritmo descrito por
(Lystig, 2003), que debe ser modificado es el inciso (f): en lugar de extraer un valor
simple de los valores N ordenados para formar un valor critico, se calcula simplemente
(para cada LOD score estadistico observado “x”, del analisis original del genoma) la
proporcion de los estadisticos de prueba N méximos que son mayores o iguales a “x”. Se
puede facilitar la determinacion del nimero de estadisticos maximos mayores que un

LOD score estadistico observado, ya que los estadisticos de prueba N méaximos fueron

ordenados secuencialmente en el inciso (e).
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Para obtener valores de P ajustados es necesario incorporar una modificacién al
algoritmo descrito por (Lystig, 2003), como sigue: para cada LOD score “x” del analisis
genomico de los datos originales no permutados, se calcula el nimero de estadisticos de

prueba maximos que son mayores o iguales a “x” y dividir por N.

Los valores ajustados de P calculados a través de la modificacién del algoritmo,
pueden utilizar la distribucién total de los estadisticos de prueba maximos a partir de un

conjunto N de analisis genémico, mientras un valor critico basado en permutaciones
utiliza solamente el percentil 100 (l—a) de esos estadisticos. Es importante notar que

ademas de un valor critico a.=0.05, puede calcularse cualquier otro cuantil de interés a

partir del conjunto de LOD score maximos N. Los cuantiles de la distribucién nula
aproximada del LOD score maximo pueden ser utilizados para determinar valores
criticos multiples, los cuales en tal caso corresponden a valores ajustados de P (Lystig,
2003). En resumen, los valores ajustados de P proporcionan niveles precisos de
significancia para todos los puntos de analisis en el genoma. Estos valores representan

un suplemento valioso para las curvas LOD score, asi como un recurso para modelos

genéticos de caracteres cuantitativos.

2.9.4. Intervalos de confianza para QTL’s

Un intervalo de confianza puede ser utilizado para identificar una region

cromosoémica en la cual se ejecuta una busqueda para localizar de manera exacta un

QTL. Entre los diversos métodos que existen para construir un intervalo de confianza
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para la localizacion de QTL’s, uno de los mas importantes es el método bootstrap
descrito por (Visscher er al. 1996), el cual es un procedimiento de remuestreo y es

utilizado para determinar un intervalo de confianza empirico para la localizacién del

QTL, asumiendo que existe el efecto del QTL.

2.10. QTL’s multiples

Los enfoques estadisticos para localizar loci de caracteres cuantitativos multiples
son més poderosos que los enfoques que consideran QTL’s individuales ya que estos

pueden diferenciar de manera potencial entre QTL’s ligados y/o interaccion entre estos.

Cuando los alelos de dos o méas QTL’s interactiian (epistasis), se altera en gran
medida el caracter cuantitativo de una manera en la cual es dificil predecir. Uno de los
casos mas extremos y mas simples es la pérdida completa en la expresion del caracter en

la presencia de una combinacion en particular de alelos en QTL’s multiples.

Uno de los retos fundamentales en la busqueda de QTL’s multiples es (1)
considerar cada posicién en el genoma de manera simultanea, para la localizacién de un

QTL potencial que pudiera actuar de manera independiente, (2) estar ligado o interactuar

epistaticamente con otro QTL (Doerge, 2002).

La aplicacion de algoritmos genéticos (i.e. procedimientos de optimizacion
numéricos basados en principios evolutivos, tales como mutacion, delecion y seleccion)

(Carlborg et al. 2000; Foster, 2001) permite un muestreo de los modelos de QTL’s a
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través de numeros desiguales de QTL’s, y puede ser utilizado en conjunciéon con
cualquier metodologia de mapeo de QTL’s que es implementada para una busqueda

multidimensional genémica.

Existen diversas ventajas utilizando métodos que modelan QTL’s multiples de
manera simultanea: (1) se puede controlar la presencia de un QTL, reducir la variacion
residual y obtener mayor poder para detectar QTL’s adicionales, (2) se pueden separar
QTL’s ligados, y (3) se puede identificar interacciones entre QTL’s (epistasis)

(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 miltiple

Este método comparte muchas de las desventajas del analisis de varianza en loci
marcadores, y lo mas importante, este requiere de datos completos de genotipos
marcadores. Este método tiene la ventaja potencial de controlar la variabilidad fenotipica
debido a QTL’s multiples; sin embargo, posee la desventaja de que el éxito del control

depende de colocar fortuitamente los marcadores junto a un QTL verdadero (Zeng,

1993).

2.10.1.2. Propiedades del analisis de regresién miltiple

(a) En el analisis de regresion multiple, asumiendo aditividad de los efectos de

QTL's entre loci (i.e., ignorando epistasis), el coeficiente de regresion parcial esperado
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del caracter en un marcador depende solamente de aquellos QTL’s localizados en el
intervalo definido por los dos marcadores flanqueantes, y no es afectado por los efectos
de QTL’s localizados en otros intervalos. Esta propiedad indica esencialmente que
puede ser construida una prueba condicional (intervalo), basandose en el coeficiente de
regresion parcial, y esta a la vez probaria el efecto del ligamiento de solamente aquellos

QTL’s que estan localizados dentro del intervalo definido (Zeng, 1993).

(b) Dependiendo de los marcadores no ligados en el anilisis de regresion
multiple, se reducird la varianza de muestreo del estadistico de prueba, controlando
alguna variacion genética residual y por tanto se incrementara el poder del mapeo de
QTL’s. Esto significa que incluso marcadores no ligados contienen informacion util, la

cual puede ser utilizada para incrementar el poder estadistico de la prueba y la eficiencia

del mapeo genético (Zeng, 1993).

(c) Dependiendo de los marcadores ligados en el andlisis de regresion multiple se
reducira la oportunidad de interferencia de posibles QTL’s ligados multiples en la
prueba de hipétesis y en la estimacion de parametros, pero con un posible incremento en
la varianza de muestreo. Un intervalo de prueba puede traer consigo una pérdida en el

poder estadistico de la prueba ya que esta es una prueba condicional (Zeng, 1993).

(d) Generalmente, dos coeficientes de regresion parcial de la muestra para el

valor del caracter en dos marcadores en un analisis de regresion multiple no estan

correlacionados a menos que los dos marcadores generalmente sean marcadores
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adyacentes. Esto se relaciona a la correlacion entre dos estadisticos de prueba en dos

intervalos para un intervalo de prueba.

Se ha mostrado que para un intervalo de prueba, un estadistico de prueba en un
intervalo generalmente no esta correlacionado de manera asintdtica al estadistico de
prueba en otro intervalo a menos que dos intervalos sean adyacentes entre si (Zeng,
1993). Incluso cuando los dos intervalos sean adyacentes, la correlacion entre dos
estadisticos de prueba en dos intervalos es usualmente muy pequeiia. Esta propiedad esta
relacionada con la determinacién de un valor critico apropiado de un estadistico de

prueba bajo una hipétesis nula para una prueba global que cubre un genoma completo

(Zeng, 1993).

2.11. Mapeo multiple por intervalos

Este enfoque proporciona un medio detallado para estimar los parametros
genéticos por medio de la diferencia entre poblaciones progenitoras y entre poblaciones
segregantes. Esto proporciona una estimacion de efectos aditivos, de dominancia y

epistaticos de QTL’s y la particion de la varianza explicada por el QTL (Zeng et al.

1999).

El método puede también proporcionar una estimacion eficiente de los valores
genotipicos para individuos basado en datos de marcadores, los cuales pueden ser
utilizados para la seleccion asistida por marcadores. El modelo MIM se basa en el

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

puede mejorar la precision y poder del mapeo de QTL.

De igual manera, la epistasis entre QTL’s, los valores genotipicos de individuos
y las heredabilidades de caracteres cuantitativos pueden ser estimados y analizados més
facilmente. La idea de este método es ajustar los efectos de QTL’s sugestivos miltiples
con los efectos epistaticos asociados de manera directa en un modelo para facilitar la

busqueda, prueba y estimacion de posiciones, efectos e interacciones de QTL’s miltiples

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 perdidos y, (3) permite interacciones entre
QTL’s. Existen otros enfoques, incluyendo el método Bayesiano (Hoeschele y
VanRaden, 1993; Satagopan et al. 1996; Uimari y Hoeschele, 1997; Sillanpéd y Arjas,

1999), y el uso del algoritmo genético (Carlborg e/ al. 2000). MIM consiste de cuatro

componentes:

a. Un procedimiento de evaluacion disefiado para analizar la verosimilitud de los datos
dando un modelo genético (niimero, posiciones, y términos epistaticos de QTL’s).

b. Una estrategia de busqueda optimizada para seleccionar el mejor modelo genético.

¢. Un procedimiento de estimacion para todos los parametros genéticos de los caracteres

titativos (niimero, posiciones, efectos y epistasis de QTL’s; varianzas genéticas y

cuan

covarianzas explicadas por los efectos de los QTL’s) dado el modelo genético

seleccionado.
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d. Un procedimiento de prediccién para estimar o predecir los valores genotipicos de
individuos y su descendencia basado en el modelo genético seleccionado y en los

valores de los pardmetros genéticos estimados para la seleccion asistida por

marcadores.



[II. MATERIALES Y METODOS

3.1. Antecedentes de investigacion

3.1.1. Formacion de la poblacién de mapeo

La construccién de la poblacién de mapeo “Correcaminos F,;3” se conformé por
149 lineas derivadas de F; en F3 provenientes de un cruzamiento entre la linea cultivada
HA89 (Helianthus annuus L. var. macrocarpus (DC.) Cockerell) y una planta silvestre
identificada como Ac-8-2 (H. annuus L. ssp. fexanus Heiser), procedente de una
poblacion colectada en Saltillo, Coahuila. La poblacion de mapeo se desarrolld en la
Universidad Autéonoma Agraria “Antonio Narro” en el periodo de 1996 al 2002. Las
plantas F; obtenidas se cruzaron fraternalmente y las plantas F, fueron autofecundadas
para formar las 149 lineas. El criterio de seleccion de estas lineas fue que contaran con

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

3.1.2. Genotipificacién

La técnica molecular se llevo a cabo a través del sistema AFLP (polimorfismo en
longitud de fragmentos amplificados) propuesto por Vos ef al. (1995), y se empleo el

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

investigacion y de Estudios Avanzados) en Irapuato, Gto, México (Castillo, 2005).

3.1.3. Construccion del mapa genético

Para la construccion del mapa de ligamiento, se empled el software JoinMap®
versién 3.0 (Van y Voorrips, 2001), desarrollado para poblaciones experimentales en
especies diploides, el cual maneja poblaciones con padres no homocigotos. Se realizé el
registro de polimorfismos, codificando con el nimero 1 la presencia, y 0 la ausencia de
la banda. Se realizaron pruebas de X 2 cuadrada para determinar la distorsion en la
segregacion para cada locus con el uso del sistema software Matematica 5.0 (Wolfram,
2003). Se formaron grupos de ligamiento con un LOD de 3.0 y una frecuencia de
recombinacién maxima de 0.45 (Castillo, 2005). La conversion de frecuencias de

recombinacion a distancia mapa se realizd a través de la funcién de mapeo de Kosambi

(1944).

3.1.4. Anilisis de ligamiento

De las 11 combinaciones de AFLP con iniciadores selectivos en 145 lineas, se
obtuvieron 295 bandas polimoérficas. De todas las bandas polimorficas encontradas, 194
procedieron del progenitor HA89 y 101 del progenitor Ac-8-2, con un promedio de 26.8
polimorfismos por combinacion, con un peso molecular entre 64 y 506 bases (Castillo,
2005). Dicho promedio de bandas polimoérficas es superior a los 21.5 con un peso

molecular entre 200 y 1000 bases reportado por Langar et al. (2003) en girasol.
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En cuanto a la tasa de distorsion en la segregacion en las bandas polimoérficas
obtenidas a partir de las 11 combinaciones de iniciadores selectivos utilizados, se
eliminaron los 87 polimorfismos con mayor distorsién, bajo el criterio de un valor de P
para la X?cuadrada menor o igual a 0.002, lo cual representé un 29.4% de
polimorfismos eliminados. Lo anterior resulté en un total de 208 bandas polimérficas
para realizar el anélisis de ligamiento. De estas, 144 bandas (69.23%) segregaron 3:1 y
64 bandas (30.76%) lo hicieron 1:1. Por otré parte, se obtuvo una media de frecuencia de
bandas de 0.65, por lo que se descartaron todas aquellas lineas con una frecuencia <0.45,
lo cual resulté en la eliminacion de 12 lineas. Por lo anterior, se consideraron solamente

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

En el Cuadro A.1 se presentan los 208 loci utilizados para obtener el mapa de
ligamiento genético, de los cuales el 19.23% (40 loci) se agruparon en 17 grupos de
ligamiento (Figura A.l1) con un LOD score minimo de 3.0 y una frecuencia de

recombinacion maxima de 0.45, lo cual resulté en un mapa de baja densidad.

El poder estadistico del experimento no fue suficiente para detectar ligamiento
entre un numero considerable de loci. Sin embargo, los marcadores no ligados también
son utiles para detectar QTL’s. El numero de loci mapeados por cada grupo de
ligamiento vari6 de 2 a 6 con tamaiios de grupo de 21 a 65 cM. De esta manera se
obtuvo una distancia promedio entre loci de 14.65 cM. Los loci mapeados tuvieron un
origen de banda del 20 % para Ac-8-2 y 80% para HA89 (Castillo, 2005). Esto sugiere

que una porcion substancial del genoma del progenitor macho podria estar sub-

representado en el mapa genético. En este contexto, Langar et al. (2003) encontraron
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una sub-representacion del genoma del progenitor masculino (LR4) de girasol cultivado
debido probablemente a la alta heterocigosidad del progenitor silvestre; por lo que
muchas bandas procedentes de loci heterocigotos con distorsion en la segregacién en

esta investigacion se eliminaron del andlisis estadistico.

El mapa obtenido cubre 581.452 cM, lo cual representa aproximadamente el
43.37% del promedio del genoma de Helianthus annuus L., de acuerdo a los diferentes
mapas de ligamiento genético de girasol cultivado publicados (Berry er al 1995;

Gentzbittel ef al. 1995; Jan et al. 1998; Seung-Chul y Rieseberg, 1999; Tang ef al. 2002;

Langar et al. 2003; Yu el al. 2003).

3.2. Localizacién experimental

El presente trabajo se desarroll6 en la Universidad Auténoma Agraria “Antonio
Narro” cuyas coordenadas geograficas son 25° 22’ de latitud y 101° 00* de longitud W,
con altitud de 1754 m. para la produccion de plantula. Por otra parte, las labores de
transplante se realizaron en el Campo Agricola Experimental de la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro en Navidad, N. L., localizado a 27° 04’ N y 100° 56’

O. con altitud de 1895 m.

3.3. Material genético

13 A 1A 6 .
Se utilizo la poblacion de mapeo “Correcaminos F33”, conformada por 149 lineas

derivadas de F, en Fi, incluyendo los dos progenitores (linea cultivada HA89 y un
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material silvestre proveniente de una colecta realizada en Saltillo, Coahuila, identificado

como Ac-8-2).

3.4. Evaluacion fenotipica replicada

Se realiz6 la siembra de las lineas F»:F3; para la produccién de plantulas en
primavera de 2004 en vasos de polipropileno utilizando ocho semillas por cada linea, en
condiciones de vivero. El transplante en campo se realizé el dia 12 de mayo de 2004. La

distancia entre plantas, surcos y grupos fue de 0.70, 0.80, y 1.60 m, respectivamente

(Figura 3.1).

Se utilizé la dosis de fertilizacion 60-40-00, para lo cual se aplicd urea y
superfosfato triple como fuente de nitrdgeno y fosforo, respectivamente. La frecuencia

de riegos vari6 dependiendo de las condiciones de humedad del suelo a lo largo del ciclo

del cultivo.

Dada la limitada cantidad de semilla, se establecieron cuatro plantas por linea por
parcela en cada una de las dos repeticiones, de las cuales se consideraron solamente dos
plantas para la evaluacion de todos los caracteres, ya que presentaron competencia

completa a lo largo del ciclo del cultivo.
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Cada parcela estuvo bordeada por plantas de la variedad “Primavera” a través de
una siembra directa a una distancia de 0.70 m de cada planta orillera por parcela. Lo
anterior se realizé dos semanas después del transplante de las lineas F:F;. Se establecid
un lote de autofecundacion para 29 lineas adicionales, con cuatro plantas por parcela y
una repeticion, con la finalidad de formar lineas endogamicas recombinantes de girasol
(RIL’s), para lo cual se realizaron tres a cuatro autofecundaciones en botones florales de
cada planta correspondiente a una linea adicional, utilizando sélo un aplicador de franela

por planta para evitar cualquier contaminacién por polen.

3.5. Caracteres evaluados

En la etapa de floracion se cubrieron botones florales con bolsas de papel, previa
identificacion de cada linea F,:F3, en las dos plantas consideradas para la evaluacién de
todos los caracteres. Se realizaron tres a cuatro autofecundaciones en botones florales

para cada planta evaluada por linea, utilizando sélo un aplicador de franela por planta

para evitar cualquier contaminacion por polen.

Los caracteres evaluados en condiciones de campo fueron: dias a floracion, dias a
madurez fisiolégica, altura de planta, nimero y didmetro de capitulos. Para la evaluacion
de este ultimo, se llevé a cabo un muestreo aleatorio de cinco capitulos por planta, los
cuales fueron autofecundados para la produccion de aquenios. El diametro de capitulos
se basé en dos mediciones perpendiculares, considerando solamente el promedio de
estas mismas en cada repeticion para los andlisis estadisticos. En las 133 lineas F;

(fenotipos replicados), asi como los progenitores no se observaron diferencias en cuanto
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a dias a floracion y dias a madurez fisioldgica, por lo cual, se consideré tomar un solo
dato cuantitativo para cada linea, por lo que no se realizaron los analisis de varianza
respectivos a estos caracteres. El peso, nimero y contenido de aceite de aquenios, se
evaluaron en condiciones de laboratorio, tomando como referencia los capitulos

muestreados para la evaluacion del didmetro de capitulos.

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

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

La altura de planta se evalué cuando se present6 el 50% de apertura floral para
cada linea, realizando mediciones desde la base hasta el punto de crecimiento de cada
planta utilizando una cinta métrica. Los capitulos se contaron cuando las plantas
presentaron madurez fisiologica. Desde la siembra hasta que el 50% de los capitulos de
cada planta por linea evaluada alcanzé la etapa R5.5 (50% de apertura de flores
liguladas) se determinaron los dias a floracion, mientras que los dias a madurez
fisiologica se tomaron cuando las bracteas y una gran proporciéon del capitulo se
tornaron de color amarillo y café (etapa R9) (Schneiter y Miller, 1981). Los aquenios

fueron cosechados, contabilizados y pesados de cada capitulo muestreado para evaluar el

numero y peso de aquenios.

Para determinar el contenido de aceite de aquenios se utilizé el método para

extraccion de lipidos propuesto por Bligh y Dyer (1959), el cual requiere muy poca

" h 178Rq
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cantidad de muestra (0.5 g), permite una excelente estimacién de porcentaje de lipidos y

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

b)

d)

g)

Pesar 0.5 g de muestra previamente molida + 40 ml de la mezcla de solventes (70
ml de cloroformo, 25 ml de metanol y 5 ml de agua destilada).

Transferir la mezcla de solventes + muestra a un embudo de separacién.

Afiadir agua destilada (1 ml) mezclar y dejar formar la bicapa.

Colectar la capa de cloroformo dentro de un matraz bola fondo plano a peso

constante.

Primera Extraccion

Afiadir 5 ml de Metanol y 40 ml de Cloroformo, mezclar y colectar la capa de

cloroformo dentro de un matraz bola fondo plano a peso constante.

Segunda Extraccion

Afiadir 5 ml de Metanol y 20 ml de Cloroformo, mezclar y colectar la capa de

cloroformo dentro de un matraz bola fondo plano a peso constante.

Tercera Extraccion

Extraccion de solventes (Soxhlet) y célculo del % de lipidos.
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3.6. Diseiio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental utilizado para la evaluacién fenotipica fue bloques
incompletos al azar con dos repeticiones, utilizando cuatro grupos (bloques) de 38
parcelas por repeticion. Cada parcela consisti6 de cuatro plantas. Los factores incluyeron

repeticiones, grupos y familias y se aplico el siguiente modelo lineal:

Yiu =+ Gi +R; + Fu +(GR),.J. + Ejk

Donde:

M = media general.

i=1,2,...., g (grupos)
j =1, 2 (repeticiones)

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

G i = efecto del i-ésimo grupo.

R ; = efecto de la j-ésima repeticion.

Fi = efecto de la k-ésima familia anidada en el i-€ésimo grupo.

(GR ),j = efecto de la interaccion del i-ésimo grupo por la j-ésima repeticion.

E ijk = efecto del error experimental.
Y(/k = observacion de la k-ésima familia anidada en el i-ésimo grupo, de la j-ésima

repeticion.
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Se realizaron andlisis de varianza en el software de analisis de datos R Version
2.6.0 (R Development Core Team, 2006), para altura de planta, nimero y didametro de
capitulos, nimero y peso de aquenios y contenido de aceite de aquenios para determinar

diferencias estadisticas entre las 133 lineas consideradas para el analisis de QTL’s,

incluyendo asimismo los dos progenitores utilizados en los cruzamientos inter-

subespecificos.

3.7. Analisis genético

Qe realizdo un ANOVA por locus individual no ligado (andlisis de marcadores
individuales) en el software para andlisis de datos R Version 2.6.0 (R Development Core

Team. 2006), para determinar alguna posible asociacion caracter-marcador para cada

caracter evaluado.

En cuanto a los analisis de QTL’s se tom6 como base el mapa genético basado en
marcadores AFLP. Se considerd un nivel de significancia estadistica de amplitud

genomica de 0.05 en la deteccion de QTL’s. Se utilizé el enfoque analitico de mapeo por

intervalos (Lander y Botstein, 1989) para la identificacion de QTL’s y estimacion de sus

efectos fenotipicos, con el uso del paquete MapQTL® Version 4.0 (Van Ooijen e al.

2002).

Se realizaron pruebas de permutacion (Churchill y Doerge, 1994; Doerge y
Churchill. 1996) para establecer los valores criticos de los estadisticos de prueba,

solamente para aquellos grupos de ligamiento con un LOD score mayor que 1.5.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Lineas endogimicas recombinantes (RIL’s)

De las plantas correspondientes a las 29 lineas adicionales (lineas derivadas de F;
en F,) para obtener las lineas endogdmicas recombinantes, se obtuvo un promedio de 93
aquenios por linea, considerando solamente el 75.86% de las lineas con respecto al total.

El resto de las lineas adicionales (24.14%), presentd un 100% de mortalidad de plantas.

Analisis estadistico

Evaluacién fenotipica replicada

Se observaron diferencias significativas en cuanto a repeticiones solamente para
el caracter contenido de aceite de aquenios con un valor de P igual a 2.2 x 10 16
(Cuadro 4.1). Se observaron diferencias significativas entre grupos para altura de
planta, nimero de capitulos y contenido de aceite de aquenios con un valor de P igual a
0.0004464, 2.237 x 10 06 y 5.896 x 10 07, respectivamente. En cuanto a didmetro de
capitulos, nimero y peso de aquenios, los resultados obtenidos del andlisis no indican

significancia entre grupos (Cuadro 4.1). En cuanto a la interaccidn de repeticiones por

grupos se observo significancia altura de planta y nimero de aquenios con un valor de P
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igual a 0.0443265 y 0.08072. Sin embargo, para los caracteres niimero y didmetro de
capitulos, asi como peso de aquenios y contenido de aceite de aquenios no hubo
significancia en la interaccién de repeticiones por grupos (Cuadro 4.1). Se detectaron
diferencias significativas entre familias dentro de grupos para los caracteres altura de
planta, niimero de capitulos, mostrando un valor de P igual a 2.2 x 10 ' para los dos
caracteres. Asimismo, para el didmetro de capitulos, nimero y peso de aquenios, y
contenido de aceite de aquenios se detectaron diferencias significativas con un valor de

P igual a 0.0001479, 0.02641, 2.0 x 10™°, y 2.72 x 10", respectivamente entre familias

dentro de grupos (Cuadro 4.1).

De acuerdo a las diferencias signiﬁcati\;as encontradas entre familias dentro de
grupos para seis caracteres evaluados, se infiere la existencia de variacion genética en la
poblacidn para los caracteres evaluados. Por ultimo, el contenido de aceite de aquenios
en 83 lineas de girasol fluctué de 20.16 a 43.10%. En este contexto, Burke ef al. (2005),

reportaron un contenido de aceite de 40% en girasol cultivado y 26 % en girasol

silvestre.
Analisis genético

Se detecté un QTL con significancia de amplitud genémica de 0.017 para peso
de aquenios denominado (PA-G11) (Figura 4.1). Este QTL asociado al locus marcador
M208P1E-ACC/M-CAC (posicion del marcador 0 cM en grupo de ligamiento), presenté

un efecto aditivo estimado de 0.206332 y explico el 10.2% de la varianza fenotipica

(Figuras 4.1B y 4.1C).
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Cuadro 4.3 Loci marcadores no ligados con significancia al 0.001 de probabilidad, para
caracteres relacionados a la domesticacion del girasol en una poblacion segregante F:F3

a través del método de marcador individual (ANOVA).

Marcador Individual (ANOVA)

Cardcter” Locus marcador Cardcter’ 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 MI160P1E-AAG/M-CAA DMF MI194P1E-ACC/M-CTT
DC M253P1E-ACG/M-CAA DMF MI89P1E-ACC/M-CTT
DC M221P1E-AGC/M-CTT DMF MI55P1E-ACC/M-CTT
NA M281P1E-ACA/M-CAG DMF MISIPIE-ACC/M-CTT
PA M281P1E-AGC/M-CAT DMF MI34P1E-ACC/M-CTT
PA M281P1E-ACA/M-CAG DMF M89PIE-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 = diametro de capitulos (cm); NA = nimero de
aquenios; PA = peso de aquenios (g); DF = dias a floracion; DMF = dias a madurez

fisiologica; CA = contenido de aceite de aquenios (%).
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Se detectaron dos loci marcadores (bandas polimoérficas) con igual nimero de
pares de bases y una significancia al 0.001 de probabilidad a través del analisis de
marcadores individuales para peso de aquenios con diferente combinacion de bases

restrictivas del oligonucleétido EcoRI y Msel (Cuadro 4.3).



V. CONCLUSIONES

Se obtuvo un promedio de 93 aquenios por linea adicional (lineas derivadas de F;

en Fy4) en el 75.86% de estas con respecto al total en la formacién de lineas endogamicas

recombinantes (RIL’s).

La evaluacion fenotipica demuestra gran variabilidad genética entre la poblacion.

Se encontraron 96 loci significativos asociados a ocho caracteres especificamente

al caracter numero de aquenios y dias a madurez fisiolégica a una significancia igual a P

<0.001.

El mapeo por intervalos identific6 un QTL con significancia de amplitud

genomica de 0.017 para peso de aquenios en el grupo de ligamiento 11 y cinco QTL’s a

nivel sugestivo.

El contenido de aceite de aquenios en 83 lineas de girasol fluctu6 de 20.16 a

43.10% a través del método Blight y Dyer.



V1. RESUMEN

La identificacion de loci de caracteres cuantitativos (QTL’s) es de suma
importancia para proporcionar un medio de respuesta con respecto al control genético de

los caracteres cuantitativos.

El objetivo fundamental del presente trabajo fue detectar posiciones de QTL’s y
estimar sus efectos genéticos, especialmente aquellos relacionados con la domesticacién
del girasol. Se trabajé con ocho caracteres: altura de planta, nimero y didmetro de
capitulos, numero y peso de aquenios, dias a floracién, dias a madurez fisiologica, y

contenido de aceite de aquenios. Para este ultimo se utilizé el método para extraccion de

lipidos propuesto por Bligh y Dyer (1959).

El presente trabajo se desarroll6 en la Universidad Auténoma Agraria “Antonio
Narro” cuyas coordenadas geograficas son 25° 22’ de latitud y 101° 00’ de longitud W,
con altitud de 1754 m. para la produccion de plantula. Por otra parte, las labores de
transplante (evaluacion fenotipica replicada) se realizaron en el Campo Agricola

Experimental de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro en Navidad, N. L.

localizado a 27° 04’ N 'y 100° 56° O, con altitud de 1895 m.
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mejoramiento genético, dirigido a la introgresion de caracteres silvestres a variedades de

girasol elite.
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