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El presente trabajo se enmarca dentro del proyecto “Produccién y explotacion
de fuentes alternativas de latex y caucho para Europa”, el cual esta financiado
por elprograma KBBE del 7° Programa Marco de la U.E. En el proyecto
colaboran 12instituciones y empresas de 8 paises diferentes, una de las cuales
es NEIKER-Tecnalia.

El objetivo general del proyecto es el desarrollo de fuentes alternativas de
cauchonatural a partir de plantas (Taraxacum, Guayule), que se puedan cultivar
en Europa,para reducir la dependencia del mercado asiatico de este recurso
tan importante.

Este trabajo se ha centrado en la especie Taraxacum koksaghyz como fuente
alternativa de producciéon de caucho, ya que es un cultivo que por sus
requerimientosclimatologicos puede cultivarse en el norte de Europa.

El objetivo principal de este trabajo es aplicar y evaluar nuevas herramientas de
la Biologia Molecular en Taraxacum koksaghyz para obtener un mapa genético
yfuncional. Para conseguir este fin, se han planteado dos objetivos especificos
que son: a)Integrar marcadores COS, SSR y EST-SSRs en un mapa genético
de alta densidad deTaraxacum koksaghyz basado en AFLPs; y b) Detectar
QTLs para caracteres de interés,relacionados con la produccion de biomasa y
caucho, en una poblacion de mapeo apartir de evaluaciones fenotipicas
realizadas en campo.

Para la construccion del mapa genético se ha utilizado como material de
partidauna descendencia obtenida de un cruzamiento entre dos progenitores
productores de altoy bajo contenido en caucho respectivamente.

Inicialmente se construyd en Neiker un mapa de ligamiento genético evaluando
los marcadores AFLPs generados por Keygene (Wageningen, Holanda).

Sobre estemapa se integraron marcadores COS y SSRs identificados a partir
de ESTs de losgéneros Lactuca y Helianthus, asi como EST-SSRs generados
a partir de una libreria dealrededor de 48.500 ESTs de Taraxacum officinale.
Ademas, se recibieron de Keygenelos datos fenotipicos de las caracteristicas
evaluadas en invernadero de los genotipos dela descendencia, con el fin de
comparar estos resultados con un analisis QTL realizadoen campo en Neiker.
Los cebadores utilizados en este trabajo fueron sintetizados por MWG-Biotech
Inc. Los cebadores directos se marcaron con una molécula de IRD. Primero se
realizaron pruebas de amplificacion para cada pareja de cebadores con un
numeroreducido de la descendencia. La temperatura de anillamiento fue
determinada para cadapareja de cebadores. Los fragmentos amplificados se
separaron por electroforesis engeles de poliacrilamida y se visualizaron en el
analizador LI-COR DNA 4300. En elcaso de los EST-SSRs, se utilizaron las
secuencias de los EST para busqueda dehomologias en la base de datos
NCBI.Para la construccion del mapa se utilizo el software MAPRF (Ritter et al.
1990, Ritter y Salamini 1996).

Para el analisis QTL se plantaron 5 plantas por genotipo en el campo y se
evaluaron caracteres fisicos y quimicos. El mapeo de QTLs se realizé
utilizando latécnica “Interval mapping de QTLSs".

El mapa integrado del cruzamiento consta de un total de 451 marcadores
AFLP,5 marcadores COS, 1 SSR, 32 EST-SSRs (27 de ellos con funcion
bioldgica descrita) y38 QTLs.
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NCBI National Center for Biotechnology Information
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RFLP Restriction Fragments Length Polymorphism

SAM Seleccion Asistida por Marcadores
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SNP Single nucleotide Polymorphism
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Introduccion

1.1 Importancia socio-economica del caucho natural

El caucho natural se utiliza en mas de 40.000 productos, que incluyen los
neumaticos, dispositivos médicos, guantes quirurgicos y diversos productos de
ingenieria y consumo (Mooibroek et al., 2000). De todos estos productos, los
neumaticos representan mas del 50% del consumo de caucho natural. El caucho natural
sigue manteniendo una posiciéon importante en el consumo de los neumaticos,
compitiendo con el caucho sintético. Debido a su resistencia superior al desgarro y a la
excelente resistencia al calor, el caucho natural es més adecuado para los neumaticos de
alto rendimiento utilizados en camiones, autobuses, aviones y coches de carrera. Por
ejemplo, el contenido de caucho natural y caucho sintético en un neumatico de camidon
de tamafio relativamente pequefio es de 27% y 14% respectivamente, mientras que las
de un neumatico de turismo son el 14% y 27% respectivamente (Informacion de
mercado del area de productos basicos de la UNCTAD).

El caucho natural es un biopolimero formado por unidades de isopreno (CsHs),
unidas en configuracion cis-1,4 (Fig. 1.1.1). Es un polimero que cuenta con propiedades
unicas debido a su estructura intrinseca, elevado peso molecular y otros componentes de
menor importancia, tales como proteinas, minerales, carbohidratos y lipidos, que se
encuentran presentes en el latex (suspension coloidal de particulas de caucho). A pesar
de que se ha encontrado caucho en mas de 2.500 especies de plantas, es actualmente el
arbol de caucho (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) (Polhamus, 1962) la fuente comercial
casi exclusiva de latex natural.

ch\ ch C\H2 HSC\ H3C\
p=CH po=c p=a —CH
HaC HeC  H,CT—CH, CHi—CH, CH,OH
2 ~18000

Figura. 1.1.1. Estructura del caucho natural. El peso molecular de un monémero de
isopreno de caucho natural (CsHg) es de 68 Da. Con el farnesil difosfato (FPP) como
molécula iniciadora, el nimero de enlaces-trans es de dos. En un peso molecular medio
de caucho de H. brasiliensis de 1.200 kDa, n es de aproximadamente 18.000; en el caso
de la vara de oro (Solidago canadensis) (300 kDa), n es cerca de 4.500.

El caucho natural es de importancia estratégica, ya que no puede ser reemplazado
por alternativas sintéticas en muchas de sus aplicaciones mas importantes. Esto se debe
a sus propiedades Unicas, que incluyen la resistencia, elasticidad, abrasion, resistencia al
impacto, dispersion eficiente del calor y maleabilidad a bajas temperaturas (Cornish,
2001; Cataldo, 2000). Seis décadas de investigacion industrial no han sido capaces de
producir materiales de caucho sintético (tales como el caucho estireno-butadieno,
caucho butilico, cloropreno o poliisopreno) con una relacion precio/rendimiento que
coincida con las del caucho natural. Mientras que la cantidad de caucho sintético
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producido ha llegado a una meseta, la produccion de caucho natural es cada vez mayor.
En pocos afios, la produccion de caucho natural puede superar la cuota de mercado del
caucho sintético, que en la actualidad es del 60% (Fig. 1.1.2). La cuota de mercado del
caucho natural aumentd en los afios 1970 y 1980 cerca del 30%, hasta el 40% en la
actualidad. Mas del 90% del caucho natural se produce en Asia, particularmente en
Malasia, Tailandia e Indonesia (Fig. 1.1.3).
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Figura. 1.1.2. Produccion mundial del caucho sintético y natural durante el periodo
1900-2005.
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Figura. 1.1.3. Consumo del caucho natural por regiones y productos.

Hay varios factores que subrayan la urgencia de desarrollar nuevas fuentes
alternativas de caucho natural (Mooibroek er al., 2000). Los cauchos sintéticos
derivados del petroleo y la incertidumbre sobre la disponibilidad y precio del petrdleo
(Hirsch, 2006) junto con una alta demanda del caucho de las economias en rapida
expansion (como China y la India), han dado lugar a un rdpido incremento en los
precios de los cauchos naturales y sintéticos. Al mismo tiempo, las plantaciones de los
arboles de caucho estan siendo reemplazadas por plantaciones mas rentables de aceite
de palma, con el fin de satisfacer la creciente demanda de los biocombustibles (Belcher
et al., 2004). Por otra parte, la recoleccion del caucho es una labor intensiva y no puede
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ser mecanizada, por lo que requiere la intervencion diaria de cientos de arboles por cada
trabajador (Fig. 1.1.4).

Figura. 1.1.4. Extraccién de latex de H. brasiliensis mediante la técnica del sangrado.

Una preocupacion estratégica es el Tizon de Hoja Sudamericana (SALB), una
enfermedad fingica provocada por Microcyclus ulei que amenaza al arbol de caucho. El
SALB ha terminado casi con la produccién a gran escala del caucho de Hevea en
América del Sur y puede esperarse que tenga un efecto devastador similar si se extiende
a Asia, teniendo en cuenta la estrecha base genética de los arboles de caucho (Davis,
1997). En la actualidad, la Unica barrera para impedir la propagacion del SALB a Asia
es una estricta cuarentena, la cual es probable que en algin momento falle. Los grandes
esfuerzos hasta ahora en el mejoramiento de la planta, no han dado clones resistentes
del arbol de caucho (Le Guen et al., 2007). Las estrictas condiciones de crecimiento, las
cuales limitan su cultivo a determinados ambientes tropicales, también impiden la
expansion de la superficie de H. brasiliensis a los paises no tropicales (Espy et al.,
2000).

Una motivacion adicional para desarrollar fuentes alternativas de caucho natural,
es el aumento de las reacciones alérgicas a las proteinas del latex de H. brasiliensis, que
son responsables de moderadas a severas reacciones alérgicas. La incidencia de estas
reacciones se ha incrementado draméticamente en los ultimos 15 afios y ahora se acepta
que el 1-6% de la poblacion general sufra alergias al latex. Algunos estudios han
demostrado que hasta un 17% de los trabajadores sanitarios corren el riesgo de estas
reacciones (Bousquet et al., 2006). Por lo tanto, los cultivos alternativos de produccion
de caucho natural no s6lo ayudaran a asegurar el abastecimiento, sino que también
proporcionaran una fuente de caucho hipoalergénico.
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1.2 Fuentes alternativas de caucho

Por todas las razones anteriormente expuestas, es necesario desarrollar
alternativas a gran escala (domesticacion) de produccion de caucho natural. La
comercializacion y produccion de caucho natural de los cultivos domésticos son los
mejores intereses a corto y largo plazo en los paises desarrollados, tales como la UE y
los EE.UU.

Se ha reconocido en diversas ocasiones la necesidad de desarrollar fuentes
alternativas de caucho natural, dando lugar a programas de investigacion y desarrollo
durante los cuales se han investigado muchas plantas (Bowers, 1990). Se ha identificado
caucho natural en el latex de ocho familias botanicas, 300 géneros y 2.500 especies,
aunque Unicamente se conocen dos especies, ademas del arbol de caucho, por producir
grandes cantidades de caucho con alto peso molecular (Bushman et al., 2006)
(determinante esencial de la calidad del caucho): un arbusto llamado guayule
(Parthenium argentatum Gray) y el diente de ledn ruso (Taraxacum koksaghyz). Estas
plantas fueron consideradas lo suficientemente prometedoras como fuentes alternativas
de caucho en amplios programas de investigacion, especialmente durante la Segunda
Guerra Mundial. El resto de alternativas de plantas productoras de caucho no se han
estudiado todavia con suficiente detalle como para determinar su utilidad o producen
caucho de baja calidad (Tabla 1.2.1). La planta ideal para la produccion de caucho debe
ser una planta anual, de rapido crecimiento que produzca grandes cantidades de biomasa
con una alta concentracion de caucho.

Los cultivos anuales se pueden plantar y cosechar facilmente respondiendo a las
necesidades del mercado y a las consideraciones de produccion de los agricultores y
ademas se pueden incluir més facilmente en la rotacion de cultivos y en los sistemas
agricolas.
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Tabla. 1.2.1. Fuentes alternativas de poli-cis-isopreno.

Content Rubber Production Yield R and D related to

Rubber source Ref.
(%) Mw (kD)* T/Y (year) (kg/ha y) rubber
30-50 1 Mooibroek et al. (2000),
-50 in
Rubber tree 9.000.000 500- Resistance to SALB Han et al. (2000),
o latex, 2% of 1.310
H. brasiliensis tree d (2005) 3.000 Rubber polymerase Blanc et al. (2006),
ree dw
Priya et al. (2006)
L Polhamus et al. (1962),
Domestication, .
Guayule 10.000 300- . Mooibroek et al. (2000),
3-12 1.280 Processing, Rubber
P. argentatum Gray (1910) 2.000 Swanson et al. (1979),
polymerase .
Kim et al. (2004)
WWII emergency .
. . . Mooibroek et al. (2000),
Russian dandelion 3.000 projects USSR and
Trace-30 2.180 150-500 Whaley et al. (1947),
T. koksaghyz (1943) USA
Lo Hallahan et al. (2004)
Domestication
Rubber rabbitbrush Polhamus et al. (1962),
WWII emergency
Chrysothammus <7 585 - - L Swanson et al. (1979),
project in 1931
nauseosus Weber et al. (1993)
Goldenrod Solidago 5-12 of root Demonstration Polhamus et al. (1962),
160-240 - 110-155 L
virgaurea minuta dw project in 1931 Swanson et al. (1979)
L Polhamus et al. (1962),
Sunflower Research Characterization,
i 0,1-1 279 - . . . Hallahan et al. (2004),
Helianthus sp. stage genetic engineering
Swanson et al. (1979)
Fig tree 4 in latex . .
) . . 190 - - Biochemistry Kang et al. (2000)
Ficus carica 0,3 in bark
Ficus bengalensis 17 in latex 1.500 - - Biochemistry Kang et al. (2000)
Cornish et al. (2001),
Ficus elastica 18 in latex 1-10 - - Biochemistry Siler et al. (1993),
Cornish et al. (2002)
Lettuce 1,6-2,2 in Research Characterization,
) 1.380 - . . . Bushman et al. (2006)
Lactuca serriola latex stage genetic engineering

Abreviaturas: dw: Peso seco.
*Peso molecular medio.

1.2.1 Otras alternativas

Se probaron otras varias plantas capaces de crecer en climas templados para la
produccion de caucho, especialmente en los tiempos en los que el precio o la
accesibilidad del caucho natural eran un problema (década de 1920, Segunda Guerra
Mundial, década de 1970). Cuando el precio del caucho se dispard a finales de 1920,
Thomas Edison, Henry Ford y Harvey Firestone establecieron la “Edison Botanic
Research Company”, la cual proyecté mas de 17.000 plantas con calidad y cantidad de
caucho. Una amplia investigacion mostré que la vara de oro (Solidago altissima), una
mala hierba comun que crece a una altura media de 1 m, produjo un rendimiento del 5%
de latex. Mediante la hibridacién, Edison produjo una vara de oro de mas de 3 m, con
un rendimiento de latex del 12%. Por desgracia, el caucho obtenido fue de inferior
calidad, basado en pruebas con cuatro neumaticos hechos con ese material por Henry
Ford (Josephson, 1959). La razon de que el caucho fuese inferior se descubrio mas
tarde, cuando el caucho de varias especies de la vara de oro demostrd tener un peso
molecular de s6lo 300 kDa (Swanson et al., 1979).
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Un estudio reciente mostré que la lechuga contiene pequefias cantidades de
caucho con un peso molecular similar a la del arbol de caucho y guayule. Esto
proporciona una nueva oportunidad para estudiar la biosintesis de caucho en las plantas
a nivel molecular, sin embargo, no esta claro su potencial como una fuente doméstica de
caucho (Bushman et al., 2006).

Una forma alternativa para mejorar la calidad del caucho es mediante la
generacion de plantas transgénicas que produzcan cantidades de caucho de alto peso
molecular comercialmente viables. Estas estrategias requieren un conocimiento
profundo de todos los factores bioquimicos que afectan al rendimiento y a la calidad del
caucho. Otros temas importantes que deben abordarse son la presencia de antinutrientes
(compuestos toxicos que lastimen a los animales que se alimenten de los cultivos) y la
separacion de los suministros de alimentos, asi como la aceptacion por los agricultores y
el publico en general, ya que esta estrategia consiste en plantas transgénicas. La
viabilidad de este enfoque se estd investigando utilizando el girasol (McMahan, 2007),
que es un cultivo agrondmicamente importante que contiene caucho de bajo peso
molecular (Seiler et al., 1991).

En el presente trabajo se ha utilizado la especie Taraxacum koksaghyz como
fuente alternativa de produccion de caucho, ya que es un cultivo que por sus
requerimientos climatologicos puede cultivarse en el norte de Europa.

1.3 Botanica de Taraxacum koksaghyz

Taraxacum koksaghyz Rodin, es una planta de la familia Asteraceae
(Compositae), reconocible facilmente como un diente de ledn. La planta se compone de
25 a 50 hojas dispuestas en la corona o en el extremo superior de la raiz, en una o varias
rosetas que pueden estar cerca del suelo o ser algo erectas. No presenta mas de un tallo.
Las hojas son muy variables en cuanto a tamafo, pero generalmente mas pequefias que
las de 7. officinale, el diente de leon comun. También presenta una considerable
variacion en cuanto a la forma de las hojas, en particular en la division o lobulado de los
margenes. Las hojas generalmente son un poco espesas con el nervio central prominente
y de color verde grisaceo. Los tallos de las flores son delgados, de 8 a 10 pulgadas de
largo, y con un diametro de la cabeza alrededor de una pulgada. Cada cabeza contiene
de 50 a 90 flores. Una caracteristica distintiva de la especie es la presencia de bracteas
en la parte superior de la cabeza rodeando a la yema. Las semillas son aquenios, tipico
de los dientes de ledn (Fig. 1.3.1) (Whaley y Bowen, 1947).
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Figura. 1.3.1. Taraxacum koksaghyz Rodin. a) Planta; b) Flor; c) Dentadura de las
hojas; d) Raices.

1.3.1 Historia del diente de ledn ruso

El diente de leon ruso (Taraxacum koksaghyz) fue identificado en la Republica de
Kazajstan, al pie de las colinas de las montanas de Tien Shan, en el marco de un
programa estratégico en 1931-1932 con el fin de desarrollar una fuente nativa de caucho
natural en la URSS (Ulmann, 1951) (Fig. 1.3.1.1.). La raiz es una fuente de caucho de
alta calidad y se utilizd para la produccion de caucho durante la Segunda Guerra
Mundial (Polhamus, 1962; Whaley et al., 1947). Los neumaticos producidos a partir del
caucho de diente de ledn ruso demostraron ser tan resistentes como los producidos a
partir de H. brasiliensis y, ademas, resultaron ser mejores que los neumaticos derivados
del caucho de guayule (Whaley et al., 1947), probablemente debido al
extraordinariamente alto peso molecular del caucho del diente de ledn (Hallahan ef al.,
2004) (Fig. 1.3.1.1).
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Figura. 1.3.1.1. a) Origen de 7. koksaghyz; b) Neumaticos producidos a partir del
caucho de diente de leén ruso.

Una caracteristica atractiva del diente de leén ruso es que puede desarrollarse
como un cultivo de caucho anual para las regiones templadas, ya que puede cultivarse
de una manera similar a la achicoria. A pesar de que el diente de le6én ruso presenta
laticiferos (sistema de células muy largas, que producen latex) como el arbol del
caucho, no puede cosecharse su caucho mediante la técnica del sangrado, sino que hay
que homogeneizar las raices de la planta y presionar el caucho o extraerse.

Para convertir el diente de leén ruso en un cultivo rentable serd necesario
aumentar el vigor y mejorar las propiedades agrondmicas, por ejemplo, mediante la
hibridacion con el diente de ledon comun (7. officinale). Los objetivos especificos que
incluyen la mejora son obtener raices mas grandes, ya que de esta forma se cosecha mas
facilmente y aumenta la acumulacién de caucho. Ademas, deben abordarse el bajo
rendimiento por hectdrea, la intensiva mano de obra, los cruzamientos y la
contaminacion de las semillas con otros dientes de leon y el potencial de las malas
hierbas [por ejemplo, mediante el desarrollo de dientes de ledn rusos apomicticos
(reproduccion asexual)] (Van Dijk, 2003). Son necesarios métodos moleculares
modernos con el fin de aumentar la comprension de la biosintesis del caucho, la
formacion de las particulas de caucho, la estructura y fisiologia y de esta forma poder
permitirnos modular el proceso de sintesis del caucho. DuPont, por ejemplo, demostrd
que los genes de 7. koksaghyz que codifican cis-prenil transferasa muestran similitudes
con el correspondiente a H. brasiliensis (Hallahan et al., 2004).

Los métodos de mejora de via rapida o la sobreexpresion o regulacion de los
genes clave que estan involucrados en la biosintesis y acumulacion del caucho, se
aplican con mas facilidad al diente de leon ruso, con su corto ciclo de vida, que a H.
brasiliensis, ya que necesita varios afios de crecimiento antes de que se puedan
determinar claramente los fenotipos. Del mismo modo, la mejora en la produccion de
caucho del guayule solo puede apreciarse después de 1-2 afios. Otra ventaja del diente
de ledn ruso, es que es susceptible tanto al cultivo de tejidos como a la transformacion,
y que pueden obtenerse fenotipos con caucho detectables en un plazo de 6 meses.
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Una desventaja potencial del diente de ledn ruso es que las particulas de caucho
contienen mas proteinas asociadas que H. brasiliensis. Esto plantea la posibilidad de
que las personas puedan ser sensibles al caucho del diente de ledn ruso, como ha
sucedido con el caucho de H. brasiliensis (Cornish et al., 2005). Por lo tanto, el diente
de ledn ruso también deberd ser considerado para aplicaciones convencionales, no
médicas, tales como neumaticos y otras aplicaciones de caucho seco.

Para hacer el caucho del diente de ledn ruso econdémicamente competitivo, es
necesario tener en cuenta este cultivo en el contexto de la biorrefineria, en la que todos
los componentes de la planta pueden utilizarse idealmente. Los productos secundarios
del procesamiento del diente de leén ruso incluyen la inulina, el almacenamiento
principal de azucar en los dientes de ledn (25-40% del peso seco de la raiz), la cual
puede ser utilizada directamente en las aplicaciones alimentarias y no alimentarias. El
resto de la planta puede ser fermentada en bioetanol y biogas.

Por todas las razones anteriormente expuestas, se ha realizado el presente trabajo
que se enmarca dentro del proyecto “Produccion y explotacion de fuentes alternativas
de latex y caucho para Europa’. Este proyecto estd financiado por el programa KBBE
del 7° Programa Marco de la U.E. En el proyecto colaboran 12 instituciones y empresas
de 8 paises diferentes, una de las cuales es NEIKER-Tecnalia. El objetivo general del
proyecto es el desarrollo de fuentes alternativas de caucho natural a partir de plantas
(Taraxacum, Guayule), que se puedan cultivar en Europa, para reducir la dependencia
del mercado asiatico de este recurso importante.

NEIKER-Tecnalia trabaja en concreto en la mejora genética de Taraxacum
koksaghyz para el desarrollo de una cadena productiva de caucho, efectiva en costes,
eficiente y sostenible, mientras que otros socios analizan las propiedades y el potencial
del Guayule.

Los objetivos especificos en NEIKER-Tecnalia son:

1. Laidentificacion, caracterizacion y seleccion de genotipos apropiados.

2. El desarrollo mediante la mejora genética de nuevos genotipos con alto
rendimiento, contenido en caucho y calidad.

3. Establecimiento de practicas apropiadas para su cultivo.

4. Desarrollo de métodos apropiados de extraccion y procesado para diferentes
aplicaciones industriales.

En el marco del proyecto NEIKER-Tecnalia analiza las caracteristicas de
diferentes entradas de TKS y determina las propiedades de su latex y caucho en cada
entrada, con el fin de identificar genotipos apropiados para el cultivo.

Ademads, también se centra en el andlisis molecular integrando marcadores
moleculares COS, SSRs y EST-SSRs en un mapa genético de alta densidad y realizando
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un analisis QTL de caracteres de produccion de biomasa y caracteristicas cuantitativas y
cualitativas del latex y su caucho.

1.4 Mejora genética y biotecnologia
1.4.1 Mejora genética en Taraxacum koksaghyz

Unicamente se ha llevado a cabo la mejora genética limitada al rendimiento y
vigor del caucho en el diente de ledn ruso. En parte, esto se debe a la corta duracion de
los programas de emergencia de caucho y el hecho de que la especie tiene un sistema de
autoincompatibilidad, prohibiendo su autofecundacion. El germoplasma utilizado en el
programa de emergencia de los EE.UU. fue basicamente no mejorado, material
silvestre, produciendo las mejores plantas un 5-6% de caucho en el peso seco de las
raices, aunque la mayoria de las plantas solo produjeron el 2-3% de caucho. Segin
Kupzow (1980) las mejores adquisiciones del USSR produjeron un 15% de caucho. El
trabajo de mejoramiento en Suecia pudo “haber aumentado algo el contenido de caucho
en un orden del 25 por ciento” (Dr. P. Wells, informes de la Audiencia, Anénimo 1956;
no se pudo encontrar la referencia original sueca). Tysdal y Rands (1953) mostraron
que, en los poli-cruzamientos de polinizacion abierta, se podia aumentar tanto el
porcentaje de caucho como el tamafo de la raiz, lo que duplicaron los posibles
rendimientos de caucho. Basandose en estos resultados Polhamus (1962) predijo que el
porcentaje de caucho en 7. koksaghyz se podria aumentar mediante la mejora “entre un
15y 25% de peso en seco”.

1.4.2 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares han contribuido a un mayor conocimiento genético
de muchas especies vegetales. Ademas de su importancia para el conocimiento basico
de estudios genéticos y evolutivos, incluyendo los analisis de biodiversidad, los
marcadores moleculares son de utilidad para construir mapas de ligamiento y para
localizar rasgos mono y poligénicos, que permitan introducir y seleccionar de manera
eficiente individuos con caracteristicas especificas. Estos marcadores posibilitan la
seleccion de individuos en fases juveniles en los programas de mejora. Ademas, juegan
un papel importante en el aislamiento y clonacién de genes mediante el empleo de
mapas genéticos.

Los marcadores de ADN representan un avance cuantitativo ya que pueden
encontrarse en un nimero practicamente ilimitado. Ademas permiten acceder tanto a las
regiones de ADN codificantes (incluida la variacion debida a la degeneracion del codigo
genético), como a las que no lo son (intrones, zonas de ADN repetitivo, pseudogenes,
etc.). La mejora cualitativa y cuantitativa aportada por los marcadores de ADN ha sido
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crucial para que se hayan convertido en una herramienta enormemente potente para el
analisis genético y sus aplicaciones (Ritter et al., 2004).

A partir de los marcadores de ADN ha sido posible realizar muchas aplicaciones
como la construccion de mapas genéticos en gran cantidad de especies, la localizacion
de marcadores estrechamente ligados a genes de interés, la seleccion del genoma del
progenitor recurrente en programas de retrocruzamiento, la diseccion de caracteres
cuantitativos, la comparaciéon de mapas entre taxones proximos o alejados, o la
clonacion posicional que, en conjunto, contribuyen a la esencia de la aplicacion de los
marcadores a la genética y mejora.

Los primeros marcadores basados en la variabilidad de ADN fueron los RFLPs
(Restriction Fragment Lenght Polymorphisms), que se desarrollaron a principios de la
década de los 80 (Botstein et al., 1980). Con la aparicion de la PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa), se desarrollaron y aplicaron otro tipo de marcadores, como
los RAPD, AFLP, SSR, ISTR, SCAR, CAP, etc. Los marcadores se diferencian en su
caracter dominante o codominante (Karp et al., 1997). Los marcadores de alta eficacia
que son generalmente dominantes (AFLPs, SAMPLs, S-SAPs), permiten el analisis de
un elevado nimero de loci por experimento, sin requerir informacioén previa sobre su
secuencia, empleandose en la construccion de la base o armazén de los mapas genéticos
en los que se localizan los marcadores codominantes.

Los marcadores codominantes, como los RFLPs, SSRs, STSs, CAPs, ESTs y
SNPs, solo permiten el analisis de unos pocos (multiplexing) /oci por experimento, pero
son mas informativos, ya que diferencian las variantes alélicas de los /oci analizados, y
mapean generalmente en regiones cromosoOmicas analogas en diferentes entornos
genéticos, con lo que es posible unir la informacion de diferentes experimentos
(construccion de mapas, andlisis de diversidad, etc.). Para su desarrollo es necesario
conocer la secuencia nucleotidica correspondiente.

En el presente trabajo se integran marcadores COS, SSRs y EST-SSRs, en un
mapa genético de ligamiento de alta densidad en 7. koksaghyz existente.

COS (Conserved Orthologous Sequence):

Los ortologos son definidos como genes de diferentes especies que comparten un
ancestro comun por especiacion. Por contraste, los genes pardlogos son copias
duplicadas dentro de un genoma que pueden ser producidos por el fenomeno de
poliploidizaciéon o duplicaciones en tandem (Gogarten & Olendzenski, 1999,
Sonnhammer & Konnin, 2002).

Actualmente, debido a la disponibilidad cada vez mayor de bases de datos de
secuencias genomicas y de ESTs, la prediccion de la relacion de ortologia entre genes
de diferentes especies puede ser realizada mediante métodos bioinformaticos, incluso
entre genes de especies tan divergentes en las que por estudios experimentales antes no
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se podia predecir tal relacion (Pennisi, 1998, Ku et al., 2000). Basados en ello Fulton et
al. (2002) introdujeron el concepto de “grupo de ortdlogos conservados” (COS), que
son secuencias marcadoras obtenidas del procesamiento de la informacion de las bases
de datos de secuencias biologicas. Estas secuencias corresponden a genes de plantas que
se han mantenido conservados y en un bajo niimero de copias en sus genomas, desde los
ultimos ancestros comunes que comparten las plantas con flores. El disefio de cebadores
de PCR sobre estas secuencias puede permitir su uso para la obtencion de marcadores
moleculares basados en secuencias (ej: CAPs, SSRs) y estudios de diversidad, incluso
en especies relacionadas a la de origen de la secuencia (Kozik & Michelmore, 2002).

Se han identificado marcadores COS en varias familias de plantas con flores
(angiospermas), incluidas las Euasterids (Solanaceae, Rubiaceae, y Asteraceae, Wu et
al. 2006), la familia de las leguminosas (Leguminosae), la familia de las gramineas
(Poaceae; Fredslund et al. 2006), y la familia de las compuestas Asteraceae (Chapman
et al. 2007).

SSRs (Simple Sequence Repeat):

Los microsatélites, también conocidos como SSR (Simple Sequence Repeat) y
STMS (Sequence-Tagged Microsatellite Site), consisten en secuencias cortas
constituidas por la repeticion en tandem de un motivo de entre dos y cinco pares de
bases (pb). Son secuencias muy abundantes y polimorficas propias de los eucariotas,
que aparecen dispersas a lo largo de todo el genoma. Para un locus determinado, el
polimorfismo consiste en el numero de repeticiones del motivo. Cada uno de los “alelos
moleculares” del locus tendra una longitud total dependiente del nimero de repeticiones
en tandem, normalmente inferior a 100. El mecanismo por el que se producen nuevos
alelos no se conoce con exactitud, aunque se han propuesto dos, que no son
excluyentes: el sobrecruzamiento desigual durante la meiosis, y el deslizamiento de una
hebra de ADN sobre la otra durante la replicacion (strand-slippage replication)
(Levinson y Gutman, 1987), que parece ser predominante (Wolff et al., 1989).

Para estudiar este tipo de loci es necesario determinar previamente las secuencias
que flanquean la repeticion. Con esta informacion se disefian cebadores especificos
externos, a veces a cierta distancia, de la region microsatélite, que se utilizan para
obtener los productos de amplificacion mediante PCR. Las variaciones en el numero de
veces que se repite el motivo en cada alelo se traducen en diferencias de tamafio de los
fragmentos amplificados. Los microsatélites son codominantes, y dado que el diente de
leon ruso es diploide (2n = 16), en los individuos heterocigotos se obtienen
normalmente dos fragmentos amplificados (dos alelos) por locus, y en los homocigotos
uno. Cuando se producen modificaciones en la secuencia diana de los cebadores que
impiden el anillamiento, no se produce la amplificacion y aparecen los llamados alelos
nulos. Este tipo de polimorfismo enmascara los resultados al no permitir diferenciar los
individuos heterocigotos con un alelo nulo (a0) de los homocigotos (aa).
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Los microsatélites presentan una serie de ventajas sobre otros marcadores
moleculares. Son marcadores codominantes, altamente polimorficos y muy
reproducibles. Ademas, presentan perfiles genéticos facilmente interpretables, por lo
que permiten un facil intercambio de informacion entre laboratorios. Sin embargo,
presentan el inconveniente de requerir el conocimiento previo de sus secuencias
flanqueantes para el disefio de cebadores especificos.

EST-SSRs (Expressed Sequence Tag):

Los ESTs son secuencias cortas de ADN correspondientes a un fragmento de una
molécula complementaria de ADN (cDNA) que pueden expresarse en una célula en un
determinado momento. Actualmente, los ESTs se utilizan como un método rapido y
eficiente para detectar genes que se expresan en diversos tejidos, tipos de células o
etapas de desarrollo (Adams et al., 1991). Una de las muchas aplicaciones interesantes
de las bases de datos de ESTs (dbEST) es el descubrimiento de genes, donde pueden
encontrarse muchos nuevos genes mediante la consulta en estas dbESTs de una
secuencia de proteinas o ADN.

Uno de los més recientes instrumentos utilizados para medir la variacion genética
de poblaciones naturales son los marcadores moleculares de microsatélites de
secuencias expresadas (EST-SSRs). Estos marcadores son particularmente atractivos
pues corresponden a genes de funcion conocida, responsables de caracteres de interés
productivo como crecimiento o resistencia a enfermedades (Li et al., 2004; Varshney et
al., 2005). Adicionalmente, son marcadores moleculares que pueden ser utilizados en
analisis de genética de poblaciones, porque ofrecen una abundante fuente de variacion a
nivel de ADN en plantas y animales (Lijavetzky et al., 2007).

1.4.3 Mapas genéticos

Mapa genético o mapa de ligamiento, es un mapa de marcadores polimorficos que
define sus distancias, utilizando meros procesos estadisticos en descendencias de
cruzamientos controlados, por los eventos de recombinacion ocurridos en la region
cromosomica que los contiene. En los mapas genéticos la posicion esta determinada por
marcadores moleculares, cuya posicidon relativa estd basada en el ligamiento genético
(mapas de ligamiento genético).

Se han utilizado una gran variedad de marcadores de ADN para la construccion de
mapas de ligamiento genético en diferentes cultivos de plantas. Los mas comunes son
los anteriormente citados: RFLP, RAPD, AFLP y SSR. Gracias a la existencia de
numerosos marcadores genéticos se han podido desarrollar mapas de ligamiento
genético en plantas y animales.

En el estudio genético de una especie, la construccion de mapas de ligamiento
genético representa junto con la construccion de mapas fisicos, un paso previo a la
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secuenciacion del genoma. Ademds permiten la integracion de datos fenotipicos, tanto
cualitativos como cuantitativos de la poblacion de mapeo. Por lo tanto, los mapas
permiten localizar genes responsables de un particular caracter.

Se han desarrollado mapas de ligamiento genético de numerosas especies basados
en marcadores moleculares como RFLPs, RAPDs y AFLPs. Sin embargo, los AFLPs
(Amplified Fragment Length Polymorphisms) no sélo son los marcadores mas
utilizados para la construccion de estos mapas (Becker et al., 1995; Van Eck et al.,
1995), sino que también se aplican frecuentemente para la saturacion local de
marcadores (Simons ef al., 1997).

Hasta el dia de hoy, no se ha publicado ningiin mapa genético de ligamiento de
Taraxacum koksaghyz. En este trabajo se parte de la base de un mapa genético de
ligamiento construido con marcadores AFLPs, realizado en colaboracion entre la
empresa Keygene (Wageningen, Holanda) y Neiker, donde se integraran marcadores
COS, SSRs y EST-SSRs con el fin de obtener un mapa genético de alta densidad, que
potencialmente podra utilizarse para la alineacion de mapas entre diferentes especies y
para realizar analisis de sintenia.

1.4.4 Anadlisis QTL

La accién de varios /oci genéticos para la expresion de un cardcter determinado ha
sido denominada como andlisis QTL (Quantitative Trait Loci) (Geldermann, 1975). El
analisis QTL representa un proceso estadistico en el que se diserta la variacion
observada por un caracter cuantitativo, que se atribuye a la accion conjunta de varios
genes, cada uno con un efecto particular y sus interacciones. Los loci potenciales
obtenidos se denominan QTL.

Los efectos cuantitativos de los QTLs no se pueden estudiar mediante el analisis
mendeliano, sin embargo cuando un marcador molecular segrega segin un patrén
mendeliano y estd ligado a un QTL, la posicion en el cromosoma del QTL y su
contribucion fenotipica puede ser determinada (Thoday, 1961). De esta forma en un
mapa genético se obtienen marcadores para una coleccion de genes putativos que
influyen de menor o mayor forma en el cardcter cuantitativo. Sin embargo, es necesario
que los alelos de un QTL no sean homocigotos en el locus y muestren una diferencia
medible entre sus efectos.

Los mapas de ligamiento genético creados a partir de una descendencia, son
generalmente utilizados para integrar tanto caracteres cualitativos, determinados por un
unico gen (caracteres monogenéticos) como caracteres cuantitativos determinados por
una interaccion poligénica (caracteres poligenéticos 6 QTL).
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Introduccion

Las regiones del genoma que controlan los caracteres cuantitativos se estudian
buscando asociaciones entre marcadores integrados en los mapas genéticos y el fenotipo
segregante de la descendencia empleada en el mapeo.

En este trabajo se ha realizado un analisis QTL en campo para los caracteres
cuantitativos de produccion de biomasa y de caucho. Los resultados obtenidos en este
analisis se han utilizado para compararlos con un analisis QTL realizado anteriormente
por Keygene (Wageningen, Holanda) en invernadero.
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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es el establecimiento, aplicacion y
evaluacion de nuevas herramientas de la Biologia Molecular en Taraxacum koksaghyz
para (a) obtener un mapa genético y funcional y (b) detectar marcadores o genes
especificos de caracteres importantes relacionados con la produccion de caucho, tanto
en cantidad como en calidad.

Para conseguir este fin, el trabajo se ha basado en la construccion de un mapa
integrado que contenga diferentes tipos de marcadores moleculares y QTLs. Los
marcadores y genes identificados y sus variantes alélicas se podran utilizar para la
Seleccion Asistida por Marcadores (SAM) en los programas de mejora genética de
Taraxacum koksaghyz asi como para la transformacion genética.

Para conseguir el objetivo principal se han planteado los siguientes objetivos
especificos:

1. Integracion de marcadores COS, SSR y EST-SSRs en el mapa genético de alta
densidad de Taraxacum koksaghyz (TKS) basado en AFLPs.

2. Deteccion de QTLs para caracteres de interés, relacionados con la produccion de
biomasa y de caucho, en la poblacion de mapeo a partir de evaluaciones
fenotipicas realizadas en campo.
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Material y Métodos

3.1 Materiales
3.1.1 Material vegetal

En la primavera de 2009 en la empresa Keygene (Wageningen, Holanda) se
hicieron varios cruzamientos controlados (Fig. 3.1.1.1) entre dos progenitores (P1 Ly
P2 H) de Taraxacum koksaghyz, productores de alto (x7) y bajo contenido en caucho,
con el fin de generar una poblacion de mapeo altamente variable.

En junio de 2009 se sembraron los aquenios del cruzamiento entre el productor de
bajo contenido en caucho (TKS 237-2; 90 ug de caucho/ul) y el productor de alto
contenido en caucho (TKS 194-1; 335 nug de caucho/ul). Los progenitores presentaron
una variacion de 3,7 veces en la concentracion de caucho. En total se cultivaron 119
plantas de la descendencia, tal y como se observa en la Fig. 3.1.1.1.

Il | !

Figura. 3.1.1.1. a) Cruzamiento controlado entre los progenitores; b) Descendencia de
T. koksaghyz.

Keygene envi6 a NEIKER varias muestras de las hojas de la descendencia del
cruzamiento entre TKS 237-2 x TKS 194-1. Estas muestras se introdujeron en cultivo in
vitro para hacerlas “inmortales” y para multiplicarlas en el futuro para el analisis QTL
previsto mediante ensayos de campo. En total se establecieron mas de 80 genotipos de
la descendencia en cultivo in vitro.

En 2010 se multiplicaron continuamente en in vitro los genotipos de la
descendencia y después se trasladaron las plantulas a pequenas macetas del invernadero
para su aclimatacion.
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3.1.2 Recursos genémicos
3.1.2.1 Mapa genético de ligamiento basado en AFLPs

Para la integracion de los marcadores se utilizo como material de partida, un mapa
de ligamiento construido por Neiker evaluando los datos de los AFLPs generados por
Keygene (Wageningen, Holanda).

Se utilizaron 20 combinaciones de cebadores (CCs) AFLP, que generaron un total
de 784 bandas segregantes en los progenitores y en los 119 individuos de la
descendencia, de las cuales 763 bandas AFLPs fueron utiles para el mapeo (promedio
de 38,1 bandas/CCs). El nimero de bandas por combinacion de cebadores vari6 entre 2
y 49.

Se obtuvieron un total de 275 fragmentos segregantes individuales del progenitor
P1, 283 fragmentos segregantes individuales del progenitor P2 y 206 fragmentos
segregantes comunes a ambos progenitores.

Como resultado se observo que el 36% de los marcadores AFLP se encontraban
en heterocigosis en el progenitor P1, el 37% en heterocigosis en P2 y el 27% restante
eran comunes a ambos progenitores.

En el anexo 1 puede observarse las caracteristicas de cada uno de los marcadores
analizados para la construccion de los mapas genéticos.

Inicialmente se construyeron los mapas individuales para cada progenitor (P1 Ly
P2 _H), obteniéndose en ambos casos 8 grupos de ligamiento (GL), correspondientes al
numero de cromosomas del genoma haploide de 7. koksaghyz. Después se construyd un
mapa integrado de la descendencia basado en marcadores comunes a ambos
progenitores. El mapa integrado también se compuso de 8 grupos de ligamiento.

3.1.2.2 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares que se emplearon en la integracion del mapa de
ligamiento genético de 7. koksaghyz fueron: 26 COS identificados a partir de ESTs de
lechuga y girasol y secuencias gendomicas de Arabidopsis (Chapman et al., 2007), 10
SSRs identificados a partir de ESTs de L. sativa y L. serriola (CGPDB), 5 COS
identificados a partir de ESTs de L. salinas y L. serriola (CGPDB) y 17 SSRs de girasol
(Tang et al., 2003).
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3.1.2.3 Libreria de ESTs de T. officinale

Se han utilizado alrededor de 48.500 ESTs (41.296 ESTs del banco de
germoplasma de Taraxacum officinale (CGPDB), 4.731 del Public Root y 2.500 ESTs
confidenciales de 7. koksaghyz) para la elaboracion de los SSRs. Este andlisis llevo a
una gran cantidad de posibilidades adicionales llamadas cebadores EST-SSRs, de las
cuales se eligieron diferentes combinaciones de cebadores al azar.

Se utilizaron los clones de la libreria de ESTs para detectar regiones repetidas
dentro de ellas y disefiar cebadores apropiados en las regiones flanqueantes mediante la
técnica “SSR mining”. Este proceso se realizé completamente automatizado, gracias al
servicio que ofrece la Universidad de Clemson.

3.1.2.4 Andlisis QTL de invernadero

Se recibieron de Keygene (Wageningen, Holanda) los datos fenotipicos de las
caracteristicas evaluadas en invernadero de los genotipos de la descendencia, con el fin
de comparar sus resultados con nuestro analisis QTL realizado en campo.

El anexo 6 muestra los caracteres cuantitativos y QTLs detectados en el
cruzamiento P1 L x P2 H en invernadero.

Se realizé un analisis de correlacion para los caracteres analizados, los cuales se
muestran en el anexo 7.

Neiker utilizé todos los datos para realizar un andlisis QTL para todos los
intervalos de fragmentos individuales de los mapas parentales. Los resultados detallados
de cada QTL se muestran en el anexo 8.

3.2 Métodos
3.2.1 Métodos moleculares
3.2.1.1 Extraccion de ADN

La empresa Keygene (Wageningen, Holanda) aislé el ADN de todas las plantas de
la descendencia y de los progenitores y proporcioné una muestra de ADN de cada
planta a la empresa NEIKER, para que ésta pudiese realizar sus tareas de marcadores y
mapeo de genes. NEIKER decidi6 propagar las plantas en cultivo in vitro, con el fin de
duplicar el material necesario para realizar las mediciones fenotipicas a posteriori. Por
lo tanto, Keygene también envié a Neiker durante tres semanas consecutivas hojas
frescas de las plantas de la descendencia.
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Una vez acabado el ADN enviado por Keygene, se extrajo nuevo ADN utilizando
hojas jovenes recién cortadas de las plantas de campo. La extraccion y purificacion del
ADN de la descendencia se llevd a cabo siguiendo el protocolo de CTAB para ADN
genomico.

El resultado de las extracciones se comprobd mediante la electroforesis horizontal
(Fig. 3.2.1.1.1), pinchando 1 pul de ADN en geles de agarosa al 1%, con tampon TAE 1x
(18 mM Tris-Acetato pH 8,0, 0,4 mM EDTA), a temperatura ambiente y bajo una
diferencia de potencial de 2V/cm. La presencia de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio en los
geles permitio la visualizacion directa del ADN al iluminarlos con luz ultravioleta (Fig.
3.2.1.1.1). La cuantificacion de la cantidad de ADN en cada muestra se realizd mediante
el Nanodrop pinchando 2 pl de ADN.

m Presencia de ADN
|2, - W -
M@ 2. Running Cell
v LR 1 1
4. White Multicaster
1. Casting System )
a) ‘ b)

Figura. 3.2.1.1.1. a) Equipo empleado en la electroforesis horizontal; b) Ejemplo de una
extraccion de ADN.

3.2.1.2 Analisis COS

El analisis COS se ha llevado a cabo siguiendo la metodologia descrita por Sefc et
al. (1999) con modificaciones.

Los cebadores utilizados en este trabajo fueron sintetizados por (MWG-Biotech
Inc, USA). La tabla 3.2.1.2.1 muestra el origen y la referencia de los COS utilizados.
Los cebadores directos (Forward primer o primer F) se marcaron con una molécula de
IRD (InfraRedDye) 800/700 (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA).

Primero se realizaron pruebas de amplificacion para cada pareja de cebadores con
un namero reducido de la descendencia. Unicamente se consideraron en el analisis de
los fragmentos amplificados que mostraban intensidad media o alta y lectura sencilla, y
que mostraban un patron de segregacion adecuado. De las 31 combinaciones ensayadas,
se utilizaron 5 para la construccion del mapa.
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Tabla 3.2.1.2.1. Origen de los marcadores COS utilizados para la construccion del mapa
de ligamiento genético.

Locus COS Origen Referencia
A19, A25, A27, D22, A28, A39, B07, B12, B27, Helianthus annuus L., Mark A
C32, D22, A33, C01, C06,C29, D05, A01, A02, Lactuca sativa L., Chapman t /
A03, A04, A05, A06, A07, A0S, A09, A10 Arabidopsis pman et at.
Lactuca salinas, Lactuca
LE3023, LE9037, LE9251, LE3007, LE9033 serriola CGPDB

Leyenda: CGPDB: The Compositae Genome Project.

La reaccion de amplificacion de fragmentos segregantes se detalla a continuacion:

Reaccion de amplificacion para marcadores COS, Sefc et al. (1999).

Reactivos Volumen
ADN (d** 1:5 ng) 2 ul
Primer F* (10 uM) 0,2 ul
Primer R (10 uM) 0,2 ul
PCR Buffer 10x 1,5 pl
MgCl, (50 mM) 0,6 ul
dNTPs (2,5 mM) 0,8 ul
MS700/800 (1 uM) 1,5 pl
Taq ADN polimerasa (5U/ul) (Invitrogen Inc. Barcelona, Espafa) 0,2 ul
HQO 8 },Ll

Volumen final: 15 pul

La temperatura de anillamiento fue determinada para cada pareja de primers.
Todas las reacciones de amplificacion fueron desarrolladas en el termociclador Primus
96, o en el Primus 384 plus (MWG AG Biotech) usando Taq ADN polimerasa
recombinante (Invitrogen Inc. Barcelona, Espana).

Los productos amplificados se mezclaron con 7 pl de formamida-tampon de carga
(98% v/v formamida, EDTA 10 mM pH 8.0, Azul de bromofenol 0,1% p/v;
Xilenecyanol 0,1% p/v). La mezcla se desnaturaliz6 en el termociclador, 5 min a 95° C,
y se enfrid rapidamente en hielo. Posteriormente, los fragmentos amplificados se
separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% (p/v) y 7 M de urea, y se
visualizaron en el analizador LI-COR (ADN Analyser Gene Reader 4300, LI-COR,
MWG-Biotech) segtin el manual del equipo LI-COR (1997).

Los geles fueron analizados de forma visual, utilizando una matriz de presencia-
ausencia del fragmento amplificado para la construccion del mapa.
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3.2.1.3 Analisis SSR

El analisis SSR se ha llevado a cabo siguiendo la metodologia descrita por Sefc et
al. (1999) con modificaciones.

Los cebadores utilizados en este trabajo fueron sintetizados por (MWG-Biotech
Inc, USA). La tabla 3.2.1.3.1 muestra el origen y la referencia de los SSRs utilizados.
Los cebadores directos (Forward primer o primer F) se marcaron con una molécula de
IRD (InfraRedDye) 800/700 (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA).

Primero se realizaron pruebas de amplificacion para cada pareja de cebadores con
un namero reducido de la descendencia. Unicamente se consideraron en el analisis de
los fragmentos amplificados que mostraban intensidad media o alta y lectura sencilla, y
que mostraban un patron de segregacion adecuado. De las 27 combinaciones ensayadas,
10 fueron de lechuga y 17 de girasol. Unicamente se pudo utilizar 1 CC para la
construccion del mapa.

Tabla 3.2.1.3.1. Origen de los marcadores SSR utilizados para la construccion del mapa de
ligamiento genético.

Locus SSR Origen Referencia
ORS543, ORS342, ORS665, ORS309, ORS1024, ORS483, | Shunxue Tang,
ORS1041, ORSI1161, ORSS844, ORS437, ORSI146, el;’” ﬁ‘s Venkata K.,
ORS778, ORS1179, ORS307, ORS687, ORS750, ORS735 TS T Steven J. Knapp

SML-023, SML-026, SML-027, SML-031, SML-033, SML- | Lactuca sativa,

034, SML-037, SML-038, SML-044, SML-054 Lactuca serriola CGPDB

Leyenda: CGPDB: The Compositaec Genome Project.

La reaccion de amplificacion de fragmentos segregantes se detalla a continuacion:

Reaccion de amplificacion para marcadores SSR, Sefc et al. (1999).

Reactivos Volumen
ADN (d*" 1:5 ng) 2,5 ul
Primer F* (10 uM) 0,6 ul
Primer R (10 uM) 0,6 ul
PCR Buffer 10x (Complete) 1,5 pl
dNTPs (2,5 mM) 0,5 ul
MS700/800 (2 uM) 1 pl
Taq ADN polimerasa (5U/ul) (Bioron, Espaia) 0,2 ul
H,0O 8,1 ul

Volumen final: 15 pl
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La temperatura de anillamiento fue determinada para cada pareja de primers.
Todas las reacciones de amplificacion fueron desarrolladas en el termociclador Primus
96, o en el Primus 384 plus (MWG AG Biotech) usando Taqg ADN polimerasa
recombinante (Bioron, Espafia).

Los productos amplificados se mezclaron con 7 pl de formamida-tampon de carga
(98% v/v formamida, EDTA 10 mM pH 8.0, Azul de bromofenol 0,1% p/v;
Xilenecyanol 0,1% p/v). La mezcla se desnaturalizo en el termociclador, 5 min a 95° C,
y se enfrid rapidamente en hielo. Posteriormente, los fragmentos amplificados se
separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% (p/v) y 7 M de urea, y se
visualizaron en el analizador LI-COR (ADN Analyser Gene Reader 4300, LI-COR,
MWG-Biotech) segiin el manual del equipo LI-COR (1997).

Los geles fueron analizados de forma visual, utilizando una matriz de presencia-
ausencia del fragmento amplificado para la construccion del mapa.

3.2.1.4 Analisis EST-SSR

El analisis EST-SSR se ha llevado a cabo siguiendo la metodologia descrita por
Sefc et al. (1999) con modificaciones.

Los cebadores utilizados en este trabajo fueron sintetizados por (MWG-Biotech
Inc, USA). La tabla 3.2.1.4.1 muestra el origen y la referencia de los EST-SSRs
utilizados. Los cebadores directos (Forward primer o primer F) se marcaron con una
molécula de IRD (InfraRedDye) 800/700 (LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA).

Primero se realizaron pruebas de amplificacion para cada pareja de cebadores con
un numero reducido de la descendencia. Unicamente se consideraron en el analisis de
los fragmentos amplificados que mostraban intensidad media o alta y lectura sencilla, y
que mostraban un patron de segregacion adecuado. De las 84 combinaciones ensayadas,
se utilizaron 32 para la construccion del mapa.

Tabla 3.2.1.4.1. Origen de los marcadores EST-SSR utilizados para la construccion del
mapa de ligamiento genético.

Locus EST-SSR Origen Referencia

TC1, TC2, TC3, TC4, TCS, TCeé, TC7, TC8, TC9, TC10, TC11, TC12,
TC13, TC14, TC15, TC16, TC17, TC18, TC19, TC20, TC21, TC22,
TC23, TC24, TC25, TC26, TC27, TC28, TC29, TC30, TC31, TC32,

TC33, TC34, TC35, TC36, TC37, TC38, TC39, TC40, TC41, TC42, Secuencias ESTs

TC43, TC44, TC45, TC46, TC47, TC48, TC49, TC50, TC51, TC52, T;ﬂa’fac;‘,m de lajlf;’r.eml‘.de d
TC53, TC54, TC55, TC56, TC57, TC58, TC59, TC60, TC61, TC62, |  H/ees ?Cg;’géj

TC63, TC64, TC65, TC66, TC67, TC68, TC69, TC70, TC71, TC72,
TC73, TC74, TC75, TC76, TC77, TC78, TC79, TC80, TC81, TC82,
TC83, TC84
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La reaccion de amplificacion de fragmentos segregantes se detalla a continuacion:

Reaccion de amplificacion para marcadores EST-SSR, Sefc et al. (1999).

Reactivos Volumen
ADN (d*" 1:5 ng) 1,5 ul
Primer F* (10 uM) 0,2 ul
Primer R (10 uM) 0,2 ul
PCR Buffer 10x 1 ul
MgCl, (100 mM) 0,2 ul
dNTPs (2,5 mM) 0,8 ul
MS700/800 (2 M) 0,5 ul
Taq ADN polimerasa (5U/ul) (Bioron, Espaiia) 0,2 ul
H,0 5,4 ul

Volumen final: 10 pl

La temperatura de anillamiento fue determinada para cada pareja de primers.
Todas las reacciones de amplificacion fueron desarrolladas en el termociclador Primus
96, o en el Primus 384 plus (MWG AG Biotech) usando Taq ADN polimerasa
recombinante (Bioron, Espana).

Los productos amplificados se mezclaron con 7 pl de formamida-tampon de carga
(98% v/v formamida, EDTA 10 mM pH 8.0, Azul de bromofenol 0,1% p/v;
Xilenecyanol 0,1% p/v). La mezcla se desnaturaliz6 en el termociclador, 5 min a 95° C,
y se enfrid rapidamente en hielo. Posteriormente, los fragmentos amplificados se
separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% (p/v) y 7 M de urea, y se
visualizaron en el analizador LI-COR (ADN Analyser Gene Reader 4300, LI-COR,
MWG-Biotech) segtn el manual del equipo LI-COR (1997).

Los geles fueron analizados de forma visual, utilizando una matriz de presencia-
ausencia del fragmento amplificado para la construccion del mapa.

3.2.2 Analisis de caracteres cuantitativos

A finales de abril de 2010 se plantaron 5 plantas por genotipo en el campo, con el
fin de medir los rasgos y realizar el andlisis QTL mas adelante (Fig. 3.2.2.1). Se
recibieron de Keygene (Wageningen, Holanda) datos fenotipicos de las caracteristicas
evaluadas en invernadero de los genotipos de la descendencia.
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Figura. 3.2.2.1. Plantas empleadas para el analisis QTL en campo.

A principios de octubre de 2010 se realizo la cosecha de las plantas de campo y se
midieron las caracteristicas para el andlisis QTL. Los caracteres analizados fueron los
siguientes:

Morfolégicos y Fisicos: Se tomaron medidas de los caracteres relacionados con las
raices, hojas y flores, teniendo en cuenta datos de: nimero de raices principales, nimero
de ramificaciones, longitud maxima de la raiz, nimero de hojas, nimero de rosetas,
longitud media de la hoja, dentadura de la hoja (0-5), nimero de flores, peso fresco de
la raiz (g), peso seco de la raiz (g) y peso seco de la hoja (g) (Fig. 3.2.2.2 y 3.2.2.3).

Figura. 3.2.2.2. Dentadura de la hoja (0-5). Figura. 3.2.2.3. Numero de ramificaciones.

Quimicos: Se tomo6 la medida del caracter relacionado con el latex, teniendo en cuenta
los datos de la concentracion de caucho (ng/ul). Para ello se empled el método de
Miinster (no publicado), el cual consiste en extraer el latex de un corte claro de la raiz
mediante una pipeta y mezclarlo con una solucion tampén. Después se coagula el latex
centrifugado con 4cido para formar una capa de caucho. Este método ha sido
desarrollado por el WWUM vy se utiliza como método no destructivo para determinar la
concentracion de caucho en el latex (Fig. 3.2.2.4).
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Figura. 3.2.2.4. Método de Miinster, empleado para la extraccion de latex.

3.2.3 Analisis de datos
3.2.3.1 Construccion del mapa de ligamiento

Se anot6 la presencia o ausencia de los fragmentos de ADN polimoérficos en los
progenitores y la descendencia F;. El analisis de ligamiento entre los fragmentos del
marcador, la estimacion de las frecuencias de recombinacion, la determinacion de los
ordenes lineales entre los loci ligados, incluido el andlisis de ligamiento multiple, y el
algoritmo de Maximizacion de Expectativas (EM) para el manejo de los datos faltantes
(Lander et al., 1987; Little y Rubin, 1987) se realizaron segin lo descrito por Ritter et
al. (1990) y Ritter y Salamini (1996). Se aplicé el programa MAPRF (Ritter y Salamini,
1996) para los métodos computacionales.

Inicialmente, para establecer los subgrupos de ligamiento, se utilizd6 una
probabilidad logaritmica (LOD) score minima de 4.0 para la frecuencia de
recombinacion entre por lo menos un par de fragmentos. Los fragmentos que
compusieron cada grupo de ligamiento fueron ordenados mediante la minimizacion de
la suma de los LOD score de las frecuencias de recombinacion de los ordenes
alternativos. Por ultimo, se conectaron los subgrupos basdndose en las frecuencias de
recombinacion mdas pequefias entre los marcadores laterales de cada grupo de
ligamiento, pero utilizando un valor minimo de LOD score de 2.0 (Ritter et al., 2001).

Si el mapa esta suficientemente saturado, se obtiene finalmente un nimero de GLs
que coincide con el nimero de cromosomas del genoma haploide del organismo bajo
estudio.

En este mapa se integraron los datos de los marcadores moleculares COS, SSRs y
EST-SSRs obtenidos en Neiker. Para ello, se codificod inicialmente cada banda de los
genes en presencia (=1), ausencia (=0) y valores dudosos o perdidos (=2) en los
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progenitores y los genotipos de la descendencia, para posteriormente procesar los datos
con el programa MAPRF. Después, se buscod en cada caso el grupo de ligamiento y la
posicion mas probable dentro de ese grupo, tal y como describe Ritter et al., (1990) y
Ritter y Salamini (1996).

3.2.3.2 Analisis QTL

El mapeo de QTLs se realizo utilizando la técnica “Interval mapping de QTLs”
basado en el método de regresion no-linear desarrollado por Knapp et al. (1990). Se
empled el procedimiento NLIN del paquete estadistico SAS (SAS, 2000).

Tras proporcionar los datos fenotipicos de un carécter de interés, en el mismo
orden de los genotipos que para la construcciéon del mapa, el médulo EXRF del
Software MAPRF gener6 automaticamente el codigo del programa para utilizarlo con
SAS. Asimismo el software MAPRF tiene ciertas utilidades para procesar todos los
resultados de SAS y compilar los resultados significativos e integrarlos en las
presentaciones graficas de los mapas.

Para la presentacion de los QTLs en el mapa integrado, estos se trataron igual que
cualquier otro marcador y se proyectan como se ha descrito arriba.
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Resultados

4.1 Marcadores analizados y polimorfismos obtenidos

Para la integracion de los marcadores en el mapa de ligamiento, se analiz6 la F,
obtenida del cruzamiento controlado entre los progenitores P1 L (low) y P2 H (high),
que presentaban una diferencia de producciéon de caucho de 7x.

Se integraron marcadores COS, SSR y EST-SSR en los mapas parentales
individuales y en el mapa integrado, con el fin de aumentar la densidad de marcadores y
aumentar también el nimero de puntos de referencia para tener la posibilidad de anclar
nuestro mapa con otros mapas publicados de 4steraceae.

COS:

Se ensayaron un total de 31 combinaciones de COS, de los cuales 5 fueron COS-
EST. En 7 de ellas se obtuvo un patron de segregacion claro. Las 24 restantes no
amplificaron o los productos de amplificacion no eran lo suficientemente nitidos para
evaluarlos con certeza. En la tabla 4.1.1, se detalla el nombre, el origen de los
marcadores utilizados para la integracion en el mapa, los productos de amplificacion y
la localizacion en el mapa.

Tabla. 4.1.1. Marcadores COS utilizados para la integracion en el mapa.

o | NOMBRE ORIGEN PRODUCTOS DE LOCALIZACION EN EL
cC AMPLIFICACION (BP) MAPA

1 A19 Mark 3’ ggzl;r)nan ot 150 Lg8 (P2)

2 A25 Mark:;. (C;(l;(‘)l;r)nan e 362 No mapeable

3 A27 Mark:;‘ (C;(‘)zgr)nan e 182 Lg3 (P2)

8 B12 Mark 3’ ggzl;r)nan e 142, 144, 160, 162 Le4 (Locus): P1 (1), P2 (2)
14 C06 Mark 3’ ggzl;r)nan ot 310 No mapeable

15 €29 Mark 3’ ggzl;r)nan e 250, 254 Lgl (Locus): (CF)

16 D05 Mark 2“ (C;(‘)zgr)nan et 238 Lg3 (P1)

Las 7 combinaciones COS generaron 11 bandas alélicas adicionales, que
ocupaban 1 locus por combinacioén de cebadores. El numero de alelos por combinacion
de cebadores vari6 entre 1 y 4.

Un total de 5 COS pudieron integrarse en el mapa genético. Las combinaciones
A25 y C06 a pesar de mostrar un patrén de segregacion claro, no pudieron integrarse en
el mapa de cruzamiento. No se agruparon en ningun grupo de ligamiento formado, por
lo que se descartaron del mapa.
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A continuacion se muestran algunos ejemplos de COS obtenidos.

Genotipos del 1 al 46
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Figura. 4.1.1. Segregacion de marcadores COS. Perfiles de COS generados a partir de la
combinacion A27. En la primera calle y la tltima esta representado el marcador de pares
de bases (pb), la segunda calle corresponde al parental P1, la tercera al parental P2, los
siguientes 46, a la primera mitad de la F, obtenida del cruzamiento. En este caso el tipo de
segregacion es 1:1, para el alelo segregante, presente en el progenitor 2.
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Figura. 4.1.2. Segregacion de marcadores COS. Perfiles de COS generados a partir de la
combinaciéon C29. En la primera calle y la tltima esta representado el marcador de pares
de bases (pb), la segunda calle corresponde al parental P1, la tercera al parental P2, los
siguientes 46, a la primera mitad de la F; obtenida del cruzamiento. En este caso el tipo de
segregacion es 3:1, para los dos alelos segregantes, presente en ambos progenitores.

En el anexo 9 pueden observarse las caracteristicas de cada uno de los marcadores
COS utilizados para la integracion en el mapa genético.

SSRs:

Se ensayaron un total de 27 combinaciones de SSRs, de las cuales 10 fueron de
lechuga y 17 de girasol. En 1 de ellas se obtuvo un patron de segregacion claro. Las 26
restantes no amplificaron o los productos de amplificacién no eran lo suficientemente
nitidos para la construccion del mapa. En la Tabla 4.1.2, se detalla el nombre, el origen
de los marcadores utilizados para la integracion en el mapa, los productos de
amplificacion y la localizacion en el mapa.

Tabla. 4.1.2. Marcadores SSRs mapeados en la descendencia de TKS.

. PRODUCTOS DE LOCALIZACION EN EL
N*| NOMBRE CC ORIGEN AMPLIFICACION (BP) MAPA
34 SMLO38 Ivan Simko; 2017 202 Lg4 (CF)
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Esta combinacion SSR gener6 1 banda alélica adicional, que ocupd 1 locus por
SSR. El numero de alelos por combinacion de cebadores fue 1.

En el anexo 10 pueden observarse las caracteristicas del marcador SSR utilizado
para la construccién del mapa genético.

EST-SSRs:

Se ensayaron un total de 84 combinaciones de EST-SSRs. En 33 de ellas se
obtuvo un patrén de segregacion claro. Las 51 restantes no amplificaron o los productos
de amplificacion no eran lo suficientemente nitidos para la integracion en el mapa. En la
tabla 4.1.3, se detalla el nombre, el origen de los marcadores utilizados para la

integracion en el mapa, los productos de amplificacion y la localizacion en el mapa.

Tabla. 4.1.3. Marcadores EST-SSRs mapeados en la descendencia de TKS.

NOMERE PRODUCTOS DE ’

N° e ORIGEN AMPLIFICACION LOCALIZACION EN EL MAPA
(BP)

52 TC6 a,b *CTOX13028.b1 H18.abl 532, 637 2 Loci: Lg7 (A 1,P2)-Lg8 (B_1, P2)

54 TCS ab *CTOX2895.b1 M04.abl 312,534 2 Loci: Lg7 (A_1, P2) - Lg5 (B_2, CF)

59 TC13 *CTOY10260.b1_G22.abl | 320,324,332, 334 Lgl (Locus): P1 (1;2), P2 (3:4)

60 TCl4 *CTOX1362.b1_C06.abl 192,212 Lg7 (P1, 2 alelos)

62 TC16 *CTOY12295.b1 MOlabl | 292,290,284, 282 Lg4 (Locus): P1 (1;2), P2 (3:4)

65 TC19 *CTOY16062.b1 L08.abl 222 Lg8 (P2)

68 TC22 *CTOX15864.b2_P05.abl 212,206 Lgd (P2, 2 alelos)

71 TC25 *CTOY16815.b1 N04.abl 200 Lg2 (P1)

72 TC26 *CTOY6705.b1 B21.abl 350 Lg5 (P2)

73 TC27 *CTOY16332.b1_G04.abl 325,331,337 Lg7 (Locus): P1 (1;2), P2 3)

74 | TC28ab *CTOY9502.b1 K24.abl | 320,314,311,308 | 2 Loci: Lgl (A 1, P2) (A 4,P1)—Lg4 (B 2, P2)

75 TC29 *CTOZ2149.b1 _110.abl 245,260 Lg1 (P2, 2 alelos)

77 TC31 *CTOY14088.b1_O18.abl 72 Lg5 (P1)

78 TC32 *CTOY6345.b1 A04.abl 680,711, 785 Lg4 (Locus): P1 (1), P2 (3)

84 TC38 *CTOX4156.b1 H08.abl 346, 342, 340 Lg4 (Locus): P1 (2), P2 (1), CF (3)

87 TC41 *CTOX6656.b1_P07.abl 208,204 Lgd (P1, 2 alelos)

88 TC42 *CTOX3406.b1 L12.abl | 217,215,211,207 Lg5 (Locus): P1 (2;3), P2 (1:4)

91 TC45 *CTOY15765.b1_105.abl 220,228 Lg5 (P1, 2 alelos)

92 TC46 *CTOX3118.b1 Kllabl | 220,224,230,234 Lg6 (Locus): P1 (1;2), P2 (3:4)

95 TC49 *CTOY12359.b1 M17.abl | 558,556,552, 550 Lgl (Locus): P1 (1;2), P2 (3:4)

96 TC50 *CTOY4713.b1_B03.abl 368, 364 Lg7 (P2, 2 alelos)

106 TC60 *CTOX20584.b1 010.abl | 202,208,210, 212 Lg5 (Locus): P1 (3), P2 (1)

107 TC61 *CTOX21360.b1_012.abl 254,262, 272 Lg3 (Locus): P1 (2), P2 (3), CF (1)

129 TC66 *CT0Z5866.b1 D03.abl 378, 382, 386 Lg7 (Locus): P1 (1), P2 (3), CF (2)

132 TC69 *CTOY541.b1 J15.abl 246,258 Lg2 (P1, 2 alelos)

134 TC71 *CTOY7144.b1 010.abl | 286, 288,296, 306 Lg4 (Locus): P1 (2), P2 (1)

136 TC73 *CTOZ6139.b1 F24.abl 187, 191 Lg6: CF(1), P2 (2)

140 TC77 *CTOY6581.b1 I13.abl 142, 158 Lg5 (P2)

142 TC79 *CTOX1466.b1 D08.abl 132 No mapeable

143 TC80 *CTOX3167.b1 M23.abl 672 Lg3 (P2)

145 TCS2 *CTOX10820.b1_G17.abl | 200,236,242, 246 2 Loci: Lg4 (B_2, P1), (A_1, P2)

146 TCS3 *CTOY2493.b1_J23.abl 142, 154, 156 Lg3 (Locus): P1 (3), P2 (1)

147 TC84 *CTOX21042.b2_D06.abl 152, 156, 158 Lgl (Locus): P1 (1), P2 (3)
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Las 33 combinaciones EST-SSRs generaron 85 bandas alélicas adicionales, que
ocupaban entre 1 6 2 locus por EST-SSR. El nimero de alelos por combinaciéon de
cebadores vario entre 1 y 4.

Un total de 32 EST-SSRs pudieron integrarse en el mapa genético. Las
combinaciones TC6, TC8, TC28 y TC82 generaron dos /oci cada uno. El resto de EST-
SSRs un locus por combinacion de cebadores.

La combinacion TC79 a pesar de mostrar un patrén de segregacion claro, no pudo
integrarse en el mapa de cruzamiento. No se agrup6 en ningin grupo de ligamiento
formado, por lo que se descartd del mapa.

A continuacion se muestran algunos ejemplos de EST-SSRs obtenidos.

Genotipos del 1 al 46
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Figura. 4.1.3. Segregacion de marcadores EST-SSRs. Perfiles de EST-SSRs generados a
partir de la combinacion TC16. En la primera calle y la ultima estad representado el
marcador de pares de bases (pb), la segunda calle corresponde al parental P1, la tercera al
parental P2, los siguientes 46, a la primera mitad de la F, obtenida del cruzamiento. En
este caso el tipo de segregacion es 1:1, para los cuatro alelos segregantes, presentes dos
alelos por progenitor.
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Figura. 4.1.4. Segregacion de marcadores EST-SSRs. Perfiles de EST-SSRs generados a
partir de la combinacion TC27. En la primera calle y la dltima estd representado el
marcador de pares de bases (pb), la segunda calle corresponde al parental P1, la tercera al
parental P2, los siguientes 46, a la primera mitad de la F; obtenida del cruzamiento. En
este caso el tipo de segregacion es 1:1, para dos de los alelos segregantes, presente en un
progenitor cada uno, y 3:1 para el alelo comiin a ambos progenitores.

En el anexo 11 pueden observarse las caracteristicas de cada uno de los
marcadores EST-SSRs utilizados para la construccion del mapa genético.

Se utilizaron las secuencias de los clones EST para buscar homologias en la base
de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information), y se analizaron los
resultados encontrados, los cuales pueden observarse en el anexo 13. En un total de 27

41






Resultados

(84,3%) marcadores se observd una gran similitud con Artemisia annua L.
(Asteraceae), planta herbacea que se cultiva en China, Vietnam y Africa oriental para la
extraccion de la artemisinina (Van Herpen et al. 2010). La artemisinina es un
sesquiterpeno lactona con un puente endoperoxido, que se produce semisintéticamente
como un antimalarial.

Por otra parte, en 7 (21,8%) marcadores ESTs se encontraron similitudes con la
expresion de genes y proteinas para la sintesis de caucho en Parthenium argentatum
(Asteraceae).

En total se analizaron 152 combinaciones de cebadores (CC) de diferentes
origenes. So6lo un total de 38 CC de marcadores COS o EST-SSR (25%) pudieron
integrarse  perfectamente en el mapa genético aumentando y mejorando
considerablemente las caracteristicas del mapa genético inicial. Se mapearon un total de
5 COS, 1 SSR y 32 EST-SSRs a 41 /oci en el mapa integrado, o 60 loci en los dos
mapas individuales. Tres combinaciones de cebadores produjeron dos loci diferentes en
los mapas.

El anexo 12 muestra los marcadores COS, SSR y EST-SSR que no pudieron ser
mapeados. Su origen era de girasol, lechuga y Taraxacum officinalis. Muchos de ellos
no produjeron productos de amplificacion segregantes o solo produjeron bandas
monomorficas.

El éxito de mapeo de las combinaciones de cebadores varié considerablemente,
dependiendo del origen de estos. Por ejemplo, no pudieron ser mapeados ninguno de los
5 COS-EST de lechuga (CGDPB), de los 10 STS de achicoria y de los 17 SSRs de
girasol. El éxito de mapeo de los 26 marcadores COS de lechuga/girasol de Chapman et
al. (2007) y de los 10 SSRs de lechuga de Simko (2009) fue de 19,2 y 10%,
respectivamente. El mayor éxito se consiguidé con los cebadores EST-SSR de T.
officinalis (se mapearon 32 de 84; 38,1%).

4.2 Caracteristicas del mapa de ligamiento integrado

Las caracteristicas de los mapas individuales de los progenitores y del mapa
integrado se muestran en la tabla 4.2.1.

El nimero de marcadores COS/SSR fue de 28 en el P1 L, 32 enel P2 Hy 4l en
el mapa integrado. Estos marcadores se distribuyeron a lo largo de los ocho grupos de
ligamiento anteriormente formados con los marcadores AFLP.

El mapa del progenitor P1 L mostré un total de 283 marcadores, de los cuales 185
fueron AFLP individuales, 70 AFLP comunes y 28 loci COS/SSR. Cada uno de los
grupos de ligamiento genético contenia entre 29 y 44 marcadores, obteniendo un
promedio de 23 marcadores especificos de P1, 8,8 marcadores comunes y 3,5 loci
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COS/SSR, sumando un total de 35,4 marcadores por grupo de ligamiento. La longitud
vari6 entre 65 y 120 cM (centiMorgans) con un promedio de 98 ¢cM/GL. La longitud
total del mapa fue de 789 cM. La densidad media corresponde a un marcador por cada
2,8 cM.

El mapa del progenitor P2 H contenia un total de 287 marcadores, de los cuales
188 fueron AFLP individuales, 67 AFLP comunes y 32 /loci COS/SSR. Cada grupo de
ligamiento mostrd entre 23 y 49 marcadores con un promedio de 23,5 marcadores
especificos de P2, 8,4 marcadores comunes y 4 loci COS/SSR, sumando un total de
marcadores por grupo de ligamiento. Los grupos de ligamiento variaron entre 80 y 123
cM en longitud con un promedio de 101 ¢cM/GL. La longitud total del mapa fue de 810
cM. La densidad media correspondia a un marcador por cada 2,8 cM.

El mapa integrado del cruzamiento P1 L x P2 H estd formado por un total de 489
marcadores, de los cuales 185 son marcadores AFLP individuales descendientes de P1,
188 AFLPs de P2, 75 AFLPs comunes a ambos progenitores y 41 loci COS/SSR. Cada
uno de los grupos de ligamiento genético contiene entre 45 y 78 marcadores resultando
una media de 23,1 marcadores especificos de P1, 23,5 marcadores especificos de P2, 9,4
marcadores comunes y 5,1 loci COS/SSR, sumando un total de 61 por grupo de
ligamiento. Un total de 79 puntos sirvieron como anclajes para generar el mapa
integrado.

La longitud total del mapa fue de 865 cM, oscilando entre 80 y 135 cM por grupo
de ligamiento, con un promedio de 108 cM/GL. La densidad media corresponde a un
marcador por cada 1,7 cM.

Ademas, se mapearon un total de 208 marcadores llamados RFO (es decir:
marcadores que estan ligados con una frecuencia de recombinacion (FR) igual a cero a
otros marcadores mapeados; anexo 2), los cuales no se muestran en la Fig. 4.2.1.
También se determinaron 47 marcadores llamados asociados (anexo 3). Estos
marcadores no encajan precisamente en los mapas existentes (debido probablemente a
valores erroneos), pero muestran valores reducidos de FR (< 10 cM) con otros
marcadores mapeados y por lo tanto se encuentran “asociados” a ellos.

Por lo tanto, el nimero actual de marcadores en el mapa integrado final de este
cruzamiento, incluyendo los marcadores AFLP, los fragmentos de RF0, los fragmentos
asociados y los marcadores COS/SSR, es de 744 marcadores con un promedio de 93
marcadores por grupo de ligamiento.

No pudieron integrarse en los mapas de ligamiento un total de 62 fragmentos, ya
que mostraban segregaciones distorsionadas y no encajaban en los grupos de ligamiento
creados por marcadores con segregaciones no distorsionadas, o bien por la presencia de
dobles recombinantes que impedian la integracién de ciertos marcadores dentro de los
grupos de ligamiento formados (anexo 4). El anexo 5 muestra la localizacion de los
diferentes marcadores AFLP en los mapas.
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Tabla 4.2.1. Caracteristicas de los mapas parentales y del mapa de ligamiento integrado de TKS.

a) MapaPl L
LG Marcador AFLP COS/SSR ™ AFLP COS/SSR o™
1P1 P2 | MC Loci PA PA

1 16 0 5 30 7 4 93.9

2 20 0 2 29 7 0 1074

3 31 0 10 3 44 2 116.5

4 28 0 7 7 42 7 5 120.7

5 29 0 10 5 44 10 2 112.8

6 24 0 7 2 33 2 103.6

7 17 0 10 3 30 2 65.4

8 20 0 10 1 31 10 0 69.1
TOTAL 185 0 70 28 283 62 17 789.4
Media 23.1 0.0 8.8 35 35.4 7.8 2.1 98.6

Leyenda: GL: Grupo de ligamiento; IP1, IP2: Marcadores especificos de los parentales 1, 2; MC: Marcadores comunes; TM: n° total
de marcadores; PA: Puntos de anclaje; cM: Longitud de los GL en centiMorgan.

b) Mapa P2 H
LG Marcador AFLP COS/SSR ™ AFLP COS/SSR oM
1P1 1P2 CM Loci PA PA
1 0 16 8 6 30 7 4 80.4
2 0 16 7 0 23 7 0 83.6
3 0 29 8 4 41 8 2 119.5
4 0 33 7 9 49 7 5 122.6
5 0 27 11 4 42 10 2 114.1
6 0 25 2 35 6 2 123.1
7 0 18 5 30 7 2 84.9
8 0 24 11 2 37 10 0 81.9
TOTAL 0 188 67 32 287 62 17 810.1
Media 0.0 23.5 8.4 4 35.9 7.8 2.1 101.2
¢) Mapaintegrado P1 LxP2 H
LG Marcador AFLP COS/SSR ™ AFLP COS/SSR M
1P1 1P2 CM Loci PA PA
1 16 16 10 6 48 4 90.6
2 20 16 7 2 45 0 116.1
3 31 29 10 5 75 2 121.4
4 28 33 7 10 78 5 135.9
5 29 27 11 6 73 10 2 118.6
6 24 25 9 3 61 2 115.7
7 17 18 10 6 51 2 86.7
8 20 24 11 3 58 10 0 80.5
TOTAL 185 188 75 41 489 62 17 865.5
Media 23.1 23.5 9.4 5.1 61.1 7.8 2.1 108.1
N° Fragmentos Totales 489
Fragmentos Totales de RF0 208
Fragmentos Totales de asociados 47
N°® Marcadores Totales en el mapa integrado 744
Marcadores por Grupo de Ligamiento 93.0
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Los mapas se visualizan en la figura 4.2.1. Cada marcador AFLP esta
representado en el mapa con un nimero que corresponde a la combinacion de cebadores
especificos (el numero correspondiente a la combinacion de cebadores puede observarse
en el anexo 1 seguido de una barra y otro nimero que indica el fragmento al que hace
referencia dentro de esa combinacion de cebadores). Siempre contando desde el
fragmento mas alto en pares de bases al mas bajo, tal y como se detalla en materiales y
métodos. Los marcadores comunes a ambos parentales estan subrayados. Cuando dos o
mas marcadores forman parte de un mismo locus se indica con una barra longitudinal
que recoge los marcadores que forman ese locus. Los marcadores COS, SSR y EST-
SSR estan representados en negrita y en color verde.

En esta figura se han integrado también los QTLs, para los diferentes caracteres
relacionados con la producciéon de biomasa y de caucho.

({2

Los QTLs que se detallan en el mapa con una “q” se refieren a los QTLs
detectados para el ensayo de invernadero, y con una “Q” a los detectados en el ensayo
de campo. Los QTLs vienen seguidos de una letra y un nimero que corresponde a los
diferentes caracteres tratados. Los detalles se pueden observar en la tabla 4.3.1.1
“Caracteres cuantitativos y QTLs detectados en el cruzamiento P1 L x P2 H en campo”
y en el anexo 6 para los datos de invernadero recibidos de Keygene (Wageningen,
Holanda).
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GL: Grupo de ligamiento genético.

N° de la izquierda de GL: Distancia en cM,
con el marcador de la izquierda.

N° de la derecha de GL: Combinacion de
marcadores a la que hace referencia
separado mediante una barra, el n° de banda
diferencial (marcador) de esa combinacion.
Los marcadores COS, SSR y EST-SSR estan
representados en verde. Los marcadores del
progenitor 1 y 2 se representan con tipo de
fuente negrita y los marcadores comunes a
ambos progenitores estdn en negrita y
subrayados.

Los QTLs estan representados en negrita y
en rojo, tanto los de invernadero “q” como
los de campo “O”.

Figura. 4.2.1.a. Localizaciéon de los marcadores AFLP, COS, SSR, EST-SSR y QTLs en el mapa individual de P1 L.





Lg:1 Lg:1I

E37/M43_188.39 E43/M41 220.92

0.0 = Esoma7_323.65 0.0 1| Es0/M38_201.52
3.4~ | E43/M41_199.00 2.5 —|— E43/M36_097.74
I |E43/M41_198.14
43 E50/M32_061.70
8.9 | E43/M33 056.86
E43/M33_356.06
12.1 N E37/M35 099.96 137 qRL_b
133 A NTC29_1  |qLs_c
172 E43/M33_169.57
18.1 - E37/M31_518.61
219 || |/ ES0/M34_083.15
| | |E43mm36_095.17 238 E50/M34_203.27
215 TC13 3 24.2 \/, qMW_b
E50/M32_404.10 25.1 \=/ E50/M34_140.13
250 < a0 o 25 ‘:_{qRD_d
QRLa - E50/M42_524.74
Ce0/M38 106,55 320 E50/M40_188.76
305 17 Ea7/M31_305.39 B2 Eg‘é’“’:‘“—zne“
E43/M34_166.29 35.1 \|_I ES0/M37_312.23
35.0 1~ B43/M41_502.76 36.0 ~1- E50/M34_213.90
37.0 -~ E50/M32_199.33
39.0 | E37/M34_076.89 408 E43/M41_202.37
41.2 I/ E50/M34_153.89
41.7 “{]~ E43/M36_055.58
E55/M35_163.05 Q-FLNa
46:0 \| 1 Eso/m3s_068.88 42871 1 JqLR b
46.9 7| | E43/M36_155.95 45.8 E37/M31_365.84
50.7 ~|_|- E43/M41_106.48
51.7 —[—|~ E50/M42_622.92 51.8 ——|— E43/M40_057.92
E43/M45_352.44
56.3 —17 Es5/M35_107.30
58.6 E43/M41_052.28
60.3 - TC49_3
68.0 — | E43/M41_435.86
70.3 — |- TC28A 1 69.8 ——— ES0/M37_107.97
| | |E37/m34_541.49
724 E37/M43_118.07
80.4 ———TC84.3

83.6 ——— E37/M31 279.28

GL: Grupo de ligamiento genético.
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con el marcador de la izquierda.
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marcadores a la que hace referencia separado
mediante una barra, el n° de banda diferencial
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Los QTLs estan representados en negrita y en
rojo, tanto los de invernadero “q” como los de
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Figura. 4.2.1.b. Localizacién de los marcadores AFLP, COS, SSR, EST-SSR y QTLs en el mapa individual de P2_H.
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GL: Grupo de ligamiento genético.

N° de la izquierda de GL: Distancia en cM, con el marcador
de la izquierda.

N° de la derecha de GL: Combinaciéon de marcadores a la
que hace referencia separado mediante una barra, el n° de
banda diferencial (marcador) de esa combinacion.

Los marcadores COS, SSR y EST-SSR estan representados
en verde. Los marcadores del progenitor 1 y 2 se representan
con tipo de fuente negrita y los marcadores comunes a ambos
progenitores estan en negrita y subrayados.

Los QTLs estan representados en negrita y en rojo, tanto los
de invernadero “g” como los de campo “Q”.
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Figura. 4.2.1.c. Localizacion de los marcadores AFLP, COS, SSR, EST-SSR y QTLs en el mapa
integrado (P1_L x P2_H).
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GL: Grupo de ligamiento genético.

N° de la izquierda de GL: Distancia en cM, con el marcador de la
izquierda.

N° de la derecha de GL: Combinacion de marcadores a la que hace
referencia separado mediante una barra, el n° de banda diferencial
(marcador) de esa combinacion.

Los marcadores COS, SSR y EST-SSR estan representados en verde. Los
marcadores del progenitor 1 y 2 se representan con tipo de fuente negrita y
los marcadores comunes a ambos progenitores estdn en negrita y
subrayados.

Los QTLs estan representados en negrita y en rojo, tanto los de

invernadero “q” como los de campo “Q”.

Figura. 4.1.3.1.c. Localizacion de los marcadores COS, SSR, EST-SSR y QTLs en el mapa integrado (P1_L x
P2_H) (Continuacion).






Resultados

4.3 Analisis de los caracteres relacionados con la produccion de biomasa y la
produccion y calidad del caucho

4.3.1 Distribucion de los datos fenotipicos

En la tabla 4.3.1.1 se muestran los valores tomados de los caracteres agronémicos
de la descendencia y sus caracteristicas en campo.

Tabla. 4.3.1.1. Caracteres cuantitativos y QTLs detectados en el cruzamiento P1_L x P2 H

en campo.
. QTL . . (6\% N° QTL Total
t M Min. | Max.
Caricter (Caricter) edia | Min. | Max. | o\ | OTLs | cédigo R
Na .
mero de raices NMR 179 | 1.0 | 40 | 383 1 Q-NMRi | 119
principales
Numero de ramificaciones NRA 3.01 0.0 6.5 533 5 Q-NRAI 52.9
Longitud de la raiz LeR 235 | 65 | 370 | 269 4 Q-LeRi | 42.46
principal (cm)
Nimero de hojas LN 51.09 6.0 | 250.0 | 78.0 3 Q-LNi 34.56
Nuimero de rosetas NRO 1.65 1.0 4.0 434 4 Q-NROi 46.5
Longitud de la hoja (cm) LL 3.37 0.3 7.4 47.0 3 Q-LLi 18.88
Dentadura de la hoja (0-5) LS 0.87 0.0 3.0 102.9 5 Q-LSi 47.94
Nuimero de flores FLN 0.86 0.0 5.0 133.6 4 Q-FLNi 28.36
Peso seco de la raiz (g) RD 1.66 0.08 7.13 75.7 4 Q-RDi 41.78
Peso seco de la roseta (g) SD 0.78 0.005 | 7.83 137.1 2 Q-SDi 18.89
I'i'égt:; Caucho por ul de RL 017 | 00 | 1.92 | 1875 3 Q-RLi | 4471

Leyenda: Min.: Nimero minimo para ese caracter; Max.: Nimero maximo para ese caracter; CV (%): Coeficiente de
variacion; Total R% Porcentaje de varianza explicado por la suma de todos los QTLs individuales para ese caracter;
Q: Campo.

La tabla anterior muestra valores de medias, minimos, maximos y coeficientes de
variacion, asi como un analisis QTL obtenido para cada caracter estudiado. El nombre
de cada caracter viene precedido de una “Q” para los caracteres en campo. La R’
representa el porcentaje de varianza explicado por la suma de todos los QTLs
individuales para cada caracter.

50






Resultados

En los graficos de las figuras 4.3.1.1.a y b pueden observase la distribucion de los
datos obtenidos para los distintos caracteres analizados en campo.
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Figura. 4.2.1.1.a. Distribucion de los datos obtenidos para los caracteres N° de raices

principales, N° de ramificaciones, Longitud de la raiz principal, N° de hojas, N° de rosetas
y Longitud de la hoja.
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Figura. 4.2.1.1.b. Distribucién de los datos obtenidos para los caracteres Forma de la hoja,

N° de flores, Peso fresco de la raiz, Peso seco de la raiz, Peso seco de la hoja y
Concentracion de caucho.

Se realiz6 un andlisis de correlacion para los caracteres analizados en campo (tabla

4.3.1.2). En el anexo 7 se muestran los resultados del analisis de correlacion para los
caracteres analizados en invernadero.

Del anélisis de correlacion, tanto de invernadero como de campo, cabe destacar la
relacion existente entre los caracteres fisicos: peso seco de las hojas (g) y peso seco de
las raices (g), que estan intimamente relacionados entre si. Esta relacion se mantiene en

ambas condiciones de estudio. La correlacion observada entre ambos caracteres es
positiva.
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En el analisis de campo, a diferencia de los valores de invernadero, se observa que
el caracter concentracion de caucho no se correlaciona con ningln otro cardcter
agrondmico.

Cabe destacar el alto nimero de correlaciones altamente significativas que se han
encontrado entre la mayoria de los caracteres agrondmicos, con excepcion de la
dentadura de la hoja y el nimero de flores, que son los caracteres que menos
correlaciones han mostrado, junto con la concentracion de caucho.

En el caso del nimero de flores, se observa que no se correlaciona con ningun
caracter relacionado con las hojas, sin embargo, si presenta correlaciones positivas con
los caracteres relacionados con la raiz. Sin embargo, en la dentadura de la hoja, ocurre
justamente el caso contrario.
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Tabla. 4.3.1.2. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los caracteres cuantitativos analizados en la descendencia de campo.

NMR
0.33*
NRA oo NRA
0.38%%* 0.53%%*
LeR 0.00 <.0001 LeR
0.53%%% | 0.50%%* | (.65%%%
LN <0001 | <.0001 <.0001 LN
0.38%%% | (38%%* | (.48%%* 0.647%%
NRO 0.00 0.00 <.0001 <.0001 NRO
0.38%%% | 0.40%%% |  (.53%%% 0,787 0.30%
LL 0.00 0.00 <.0001 <.0001 0.01 LL
022 0.17 0.33%%% 0.31% -0.05 0.447%
LS 0.07 0.16 0.00 0.01 0.67 0.00 LS
0.31% | 0.34%%= 0.32* 0.32% 0.43%%* 021 0.04
FLN 0.01 0.00 0.01 0.01 0.00 0.09 0.71 FLN
RD 0.56%%% | 0.57%%% | (.74%%% 0.88%%* 0.50%%* 0.78%%* 0.35%%* 0.25% RD
<0001 | <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.00 0.04
SD 0.46%%% | 038%%% |  (.50%%% 0.91 %% 0.53 %% 0.71 %% 023 0.14 0.85%% SD
<.0001 0.00 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.06 0.24 <.0001
RL 0.15 0.12 -0.02 0.12 0.04 0.05 -0.19 0.04 0.10 0.13
0.28 0.39 0.88 037 0.78 0.71 0.17 0.79 0.49 035

Leyenda: El dato numérico en azul representa el coeficiente de correlacion; el p-value esta representado en color verde; ***: <0,001; **: 0,001-0,01; *: 0,01-0,05.
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4.3.2 Integracion de QTLs en el mapa de ligamiento

Todos los datos (invernadero y campo) se utilizaron para realizar un analisis QTL
para todos los intervalos de fragmentos individuales de los mapas parentales, tal y como
se detalla en el apartado 3.2.3.2. Los resultados detallados de cada QTL de campo se
muestran en la tabla 4.3.2.1, y los de invernadero en el anexo 8. La figura 4.1.3.1
muestra el mapa integrado con las posiciones de los diferentes QTLs.
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Tabla. 4.3.2.1. Resultados del analisis QTL en la Poblacion: P1_L x P2_H en campo.

Caracter Efecto Desc GL Intervalo R R1 PRL R?
Q-NMRa 0.511 P2 8 1/22-1/20 0 0 1.29 11.9
Q-NRAa 1.45 P1 2 3/9-6/25 33 1.3 0.17 18.4
Q-NRAb 1.021 P2 5 12/18-10/13 3 3 3.44 6.7
Q-NRAc 1.032 P2 6 11/2-20/24 13.8 13.8 2.71 7.6
Q-NRAd 1.369 P2 7 9/49-6/22 18.3 15.1 0.59 13.8
Q-NRAe 1.063 P2 8 1/4-20/16 1.5 0 2.31 9.5
Total R2: 52.9
Q-LeRa 6.153 P1 2 3/9-6/25 33 2.5 0.05 21.4
Q-LeRb 4.545 P1 3 1/1-16/1 8.9 8.9 4.33 9.1
Q-LeRc 3.8 P2 3 9/36-9/44 0 0 3.87 8.2
Q-LeRd 4915 P2 6 11/2-20/24 13.8 5.9 2.24 10.1
Total R2: 42.46
Q-LNa 32.652 P2 7 9/49-6/22 18.3 32 3.65 8.5
Q-LNb 38.111 P1 8 A19 1-10/14 12.2 0 2.83 12.5
Q-LNc¢ 28.11 P2 8 1/22-1/20 0 0 1.84 10.9
Total R2: 34.56
Q-NROa 0.496 P1 2 3/9-6/25 33 1.7 342 9.5
Q-NROb 0.471 P2 5 12/18-10/13 3 3 2.9 8.6
Q-NROc¢ 0.633 P2 7 6/14-TC6 2 12 0 1.73 11.7
Q-NROd 0.632 P2 8 2/16-20/29 0 0 0.28 17.8
Total R2: 46.5
Q-LLa 1.032 P1 2 16/11-10/11 2.9 0 2.57 7.8
Q-LLb 1.12 P2 5 4/10-5/21 0 0 1.57 11.0
Q-LLc 1.226 P2 7 9/49-6/22 18.3 0 4.17 6.1
Total R2: 18.88
Q-LSa 0.65 P1 3 12/9-TC83 3 0 0 1.7 11.3
Q-LSb 0.728 P1 4 TC71_2-7/25 1.6 0 0.75 13.4
Q-LSc 0.968 P2 4 5/30-5/39 10.6 4.7 0.08 25.9
Q-LSd 0.658 P1 5 9/2-9/15 6.3 0 3.53 9.4
Q-LSe 0.832 P2 6 18/10-6/30 13.4 34 0.11 17.1
Total R2: 47.94
Q-FLNa 1.279 P2 2 7/3-1/21 34 0.9 0.18 18.6
Q-FLNb 0.985 P1 3 5/10-15/4 6.3 0 0.65 9.0
Q-FLNc¢ 0.795 P2 7 9/49-6/22 18.3 18.3 3.01 3.8
Q-FLNd 0.743 P2 8 1/4-20/16 1.5 0 1.89 9.9
Total R2: 28.36
Q-RDa 0.922 P1 2 3/9-6/25 33 33 0.97 12.4
Q-RDb 0.841 P2 5 4/10-5/21 0 0 2.53 9.8
Q-RDc 1.141 P1 8 A19 1-10/14 12.5 0 3.81 10.4
Q-RDd 1.236 P2 8 TC19 _1-18/1 4.4 0 0.75 17.8
Total R2: 41.78
Q-SDa 0.83 P1 1 9/29-11/31 16.4 14.2 3.94 8.83
Q-SDb 0.57 P1 4 TC41 _1-5/15 10.8 10.8 1.19 17.6
Total R2: 18.89
Q-RLa 0.26 P2 1 11/32-1/19 49 0.0 4.80 11.06
Q-RLb 0.36 P1 4 11/1-TC38 2 13.3 7.6 4.37 17.79
Q-RLc 0.35 P2 7 TC27 3-TC66_3 0.0 0.0 4.93 18.38

Total R2: 44.71

N° total de QTLs: 38

Leyenda: Desc: Progenitor; GL: Grupo de ligamiento; Intervalo: Intervalo del marcador que contiene QTL; R:
Distancia total del intervalo en el mapa integrado; R1: Distancia con respecto al marcador de la izquierda en el mapa
integrado; PRL: Probabilidad de error que descarta la inexistencia de un QTL; R2: Porcentaje de varianza explicado
por la suma de todos los QTLs individuales para ese caracter. Los QTLs se nombraron segun el caracter que les
influia (ver tabla 4.2.1.1.b).
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En la tabla 4.3.2.1 se detalla el nimero de QTLs detectados para cada caracter, asi
como el efecto provocado por cada QTL para ese determinado caracter, a un nivel de
significacion menor del 5% del progenitor del que proviene cada QTL: P1 (TKS 194) o
P2 (TKS 237). La tabla también muestra el intervalo en el que se encuentra cada
marcador dentro de los mapas individuales, la distancia total del intervalo en el mapa
integrado del cruzamiento y la distancia de ese QTL con el marcador de su izquierda del
intervalo.

En el analisis de invernadero se detectaron entre 1 y 6 QTLs para cada caracter
analizado. En total se obtuvieron 38 QTLs para los 12 caracteres evaluados. Un total de
17 QTLs descienden del progenitor P1_L y 21 provienen del progenitor P2 H.

Todos los QTLs detectados para el peso seco de la roseta (SD) y el peso seco de la
planta total (TD) descienden de P2 H, mientras que los QTLs para el ratio MW/MN
(Rwn) provienen de P1 L.

Los QTLs individuales explican entre el 3 y el 40% de la varianza total. Los
efectos acumulados de los QTLs varian desde el 13% para el peso seco de las raices
(RD) hasta el 60% de la variacion total para la dentadura de la hoja.

Los diferentes QTLs se distribuyeron a lo largo de los diferentes grupos de
ligamiento, variando de 0 a 7 QTLs por grupo de ligamiento genético (Tabla 4.3.2.2).

En el andlisis de campo se detectaron entre 1 y 5 QTLs para cada caracter
analizado. En total se obtuvieron 38 QTLs para los 11 caracteres evaluados. Un total de
15 QTLs provienen del progenitor P1 L y los 23 restantes del progenitor P2 H

Los QTLs detectados para el peso seco de la roseta (SD) descienden todos del
progenitor P1 L, mientras que el QTL detectado para el nimero de raices principales
(NMR) proviene del progenitor P2 H.

Los QTLs individuales explican entre el 3 y el 25% de la varianza total y los
efectos acumulados de los QTLs varian desde el 11% para el nimero de raices
principales hasta el 52% de la variacion total para el nimero de ramificaciones. En el
analisis de campo los QTLs se distribuyeron a lo largo de los diferentes grupos de
ligamiento, variando entre 2 y 8 QTLs por cromosoma (Tabla 4.3.2.2).

Se observo que en general la R” total (porcentaje de varianza explicado por la
suma de todos los QTLs individuales para ese caracter) es menor que la suma de las
contribuciones de los QTLs individuales, debido a las posibles interacciones que existen
entre los alelos de los diferentes QTLs.

Para el caracter nimero de ramificaciones “Q-NRA”, se detectdo un QTL que
explico el 18,4% de la variacion total “Q-NRAa”, que se localiza en el GL 2 y que
mapea cerca de otros dos QTLs, numero de rosetas “Q-NROa” y longitud de la raiz
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principal “Q-LeRa”, los cuales ya se vio anteriormente presentan una correlacion
altamente significativa y positiva.

El peso seco de la roseta “qSD” tiene un QTL “qSD_a” que explica el 9,3% de la
variacion total para ese caracter en invernadero y mapea en el GL 3. En la misma
posicion se mapea también el peso seco de la planta total “qTD a” correlacionado
anteriormente y que explica el 8,25% de la variacion total.

Se observa que para el peso seco de la raiz, hay un QTL que explica el 5,8% de la
variacion total “qRD c¢” localizado en el GL 4. Ligado a su vez, se encuentra “Q-SDb”,
peso seco de la roseta, que explica un 17,6% de la variacion total. Ambos caracteres
mantienen una correlacion altamente significativa y positiva, tanto en invernadero como
en campo.

Al igual que en el GL 2, en el GL 5 se ligan dos QTLs en la misma posicion, “Q-
NRAD” (nimero de ramificaciones) y “Q-NROb” (ntimero de rosetas), los cuales
explican el 6,7% y el 8,6% de la variacion total, respectivamente. En este mismo GL
pero en otra posicion, se detectaron también otros dos QTLs que se encuentran ligados,
“Q-LLb” (longitud de la hoja) y “Q-RDb” (peso seco de la raiz). Estos QTLs explican el
11% y el 9,8% de la variacion total, respectivamente, y presentan una correlacion
positiva y muy significativa.

Para el caracter nimero de flores “Q-FLN” se detectdé un QTL en el GL 7 “Q-
FLNc” que explico el 3,8% de la variacion total. A poca distancia se encontrd también
“Q-NRAdJ” (nimero de ramificaciones), el cual explico un 13,8% de la variacion total.
Ambos caracteres, como ya se vio anteriormente, presentaron una correlacion altamente
significativa y positiva.

Para el peso seco de la roseta, hay un QTL que explica el 11,4% de la variacion
total “qSD c¢”, localizado en el GL 8. Se encuentra posicionado en un minicluster de
QTLs, ligado a caracteres como numero de hojas “Q-LNc” y numero de raices
principales “Q-NMRa”, los cuales explican el 10,9% y el 11,9% de la variacion total,
respectivamente. Los tres caracteres mantienen una correlacion positiva y muy
significativa.

El numero de hojas presentd6 un QTL “Q-LNb” ligado a “Q-RDc” (peso seco de
las raices), localizados en el GL 8. Ambos QTLs se encuentran correlacionados
positivamente y explican el 12,5% y el 10,4% de la variacion total. En este mismo GL
pero en otra posicidon se encuentra también “qRL d” (concentracion de caucho), que
explica el 6,4% de la variacion total y que se encuentra ligado a “Q-NROd” (ntimero de
rosetas). Por ultimo, también se encontrd “Q-FLNd” (nimero de flores) ligado a “Q-
NRAe” (nimero de ramificaciones), los cuales explicaron el 9,9% y el 9,5% de la
variacion total, respectivamente. Estos ultimos caracteres también presentan una
correlacion altamente significativa y positiva.
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Tabla. 4.3.2.2. Distribucion de los diferentes QTLs en los grupos de ligamiento genético en
invernadero y en campo.

INVERNADERO CAMPO
Caracter Nombre G.L. Caracter Nombre G.L.
qRD a Peso seco raiz Q-SDa Peso seco roseta I
qRD b Peso seco raiz I Q-RLa mg Caucho/pl Latex
qMW _a | Peso molecular particulas caucho Q-NRAa | Numero ramificaciones
gRwn _a | Radio MW/MN Q-LeRa | Longitud raiz principal
qLS ¢ Dentadura hoja Q-NROa | Numero rosetas 1
qRL b mg Caucho/pl Latex Q-LLa Longitud hoja
qRD d Peso seco raiz Q-FLNa | Numero flores
qSR ¢ % peso tallo-raiz/total II Q-RDa Peso seco raiz
qLR b % peso raiz principal/total Q-LeRb | Longitud raiz principal
qFR a % peso raices finas/total Q-LeRc | Longitud raiz principal I
gqMW b | Peso molecular particulas caucho Q-LSa Dentadura hoja
qLS a Dentadura hoja Q-FLNb | Numero flores
qLS d Dentadura hoja Q-LSb Dentadura hoja
qLV_a Muestra volumen Latex Q-LSc Dentadura hoja v
qRL ¢ mg Caucho/pl Latex 11 Q-SDb Peso seco roseta
qFR_b % peso raices finas/total Q-RLb mg Caucho/pl Latex
qSD a Peso seco roseta Q-NRADb | Numero ramificaciones
qTD _a Peso seco planta total Q-NROb | Numero rosetas
qLS b Dentadura hoja Q-LLb Longitud hoja \%
qLS e Dentadura hoja Q-LSd Dentadura hoja
qLS f Dentadura hoja Q-RDb Peso seco raiz
qLV_ b Muestra volumen Latex v Q-NRAc | Numero ramificaciones
qRD ¢ Peso seco raiz Q-LeRd | Longitud raiz principal VI
qMW _c | Peso molecular particulas caucho Q-LSe Dentadura hoja
gRwn b | Radio MW/MN Q-NRAd | Numero ramificaciones
qSR_a % peso tallo-raiz/total Q-LNa Numero hojas
qSR_d % peso tallo-raiz/total v Q-NROc | Numero rosetas VII
qSD b Peso seco roseta Q-LLc Longitud hoja
qCC a Circunferencia corona Q-FLNc | Numero flores
qRL a mg Caucho/pl Latex VI Q-RLc mg Caucho/pl Latex
qSR b % peso tallo-raiz/total Q-NMRa | Numero raices principales
qLR a % peso raiz principal/total Q-NRAe | Numero ramificaciones
--- --- Vil Q-LNb Numero hojas
qLV_¢ Muestra volumen Latex Q-LNc Numero hojas VI
qRL d mg Caucho/pl Latex Q-NROd | Numero rosetas
qRD e Peso seco raiz VI Q-FLNd | Numero flores
qFR_c % peso raices finas/total Q-RDc Peso seco raiz
qSD ¢ Peso seco roseta Q-RDd Peso seco raiz
qTD b Peso seco planta total

Como se observa en la tabla 4.3.2.2, se dieron ciertas asociaciones entre QTLs,
como es el caso de los caracteres NRA (numero de ramificaciones) y NRO (numero de
rosetas), que mapeaban juntos en los grupos de ligamiento 2 y 5. También los caracteres
NRA (numero de ramificaciones) y FLN (nimero de flores) mapeaban juntos en los
grupos de ligamiento 7 y 8.

Las posiciones de ciertos QTLs se mantuvieron estables en ambos ensayos
realizados, por ejemplo, qLS d y Q-LSa (dentadura de la hoja), que se situaron en el
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grupo de ligamiento 3. Para este mismo caracter también se encontraron Q-LSb, qLS e,
Q-LSc y qLS b, que se situaron en el grupo de ligamiento 4.

Otro caso es el observado en el grupo de ligamiento 8, para el caracter peso seco de las
raices (QRD_e, Q-RDc, Q-RDd), que mapean en la misma region en ambos ensayos.
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5.1 Domesticacion de Taraxacum koksaghyz

La domesticacion de las plantas a partir de sus progenitores silvestres ha llevado a
la produccion de una amplia variedad de cultivos que comparten varias de sus
caracteristicas. Por ejemplo, la domesticacion de los principales cereales (es decir, maiz,
mijo, arroz, sorgo y trigo) ha generado plantas con granos mas grandes, el aumento de
tamaio de la inflorescencia, y un crecimiento mas determinado en comparacion con sus
progenitores silvestres (Burke et al., 2002).

El desarrollo de nuevas variedades es el resultado de un proceso ciclico,
constando cada ciclo de varias fases superpuestas (Allard, 1960; Bos y Caligari, 1995;
Brown et al., 1990; Charrier et al., 2001; Comstock, 1996; Hill et al., 1998; Mayo,
1987; Poehlman y Sleper 1995; Simmonds, 1979; Stalker y Murphy, 1992). Estas fases
incluyen: (i) Generacion de nueva diversidad; (ii) Seleccion y ensayos para identificar
los recombinantes superiores; y (iii) Salida al mercado, distribucion y comercializacion
de las nuevas variedades. La primera fase incluye principales actividades de mejora
tales como la generacion de diversidad a partir de fuentes adaptadas o exoticas y la
recombinacion de estas fuentes de diversidad genética con el fin de crear nuevas
combinaciones de genes, ya sea mediante cruzamientos sexuales o la mejora genética
molecular. En la fase de seleccion, los mejoradores tratan con cuestiones tales como el
calendario de seleccion (por ejemplo, generacion temprana vs. tardia), el ambiente de
seleccion (por ejemplo, favorable vs. estresante), y el nimero de afios y las zonas en las
que realizar los ensayos. Por tltimo, no debe pasarse por alto la salida al mercado y la
distribucion de las nuevas variedades, asi como la optimizacion de los productos de
interés (Gepts, 2002).

No es esta la primera vez que se ha intentado domesticar el cultivo de Taraxacum
koksaghyz. La historia de koksaghyz comienza en 1929 con unas investigaciones de
largo alcance que realizo Vavilov en la composicion varietal de las plantas cultivadas,
en sus centros de origen y en los progenitores silvestres. Estas investigaciones tuvieron
por objeto explorar la posibilidad de mejorar estas plantas de cultivo y de hacer de la
URSS autosuficiente en materias estratégicas, tales como el caucho vitalmente
necesario. Entre las expediciones extranjeras y locales del Instituto de Botéanica
Aplicada (Leningrado), planificadas y realizadas en gran parte por Vavilov, se realizd
un estudio de las plantas de Asia Central en 1931. Koksaghyz fue descubierto por
Rodin, un miembro de esta expedicion, en una meseta alta de las montafias Tien Shan
en Kazajstan justo en el este de Alma Ata. En 1932 se reunieron y examinaron cerca de
150 plantas nativas productoras de caucho. De las 150 plantas, koksaghyz y otras 79 se
consideraron dignas de ser estudiadas (Whaley et al., 1947).

Después de la recogida de estas plantas productoras de caucho, se iniciaron
estudios para determinar la posibilidad de su crecimiento en Rusia como cultivos y para
trabajar las técnicas de cultivo y produccion. Hacia 1935 fue evidente que koksaghyz era
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la planta mas prometedora, por lo tanto, se iniciaron los esfuerzos en introducirla en el
cultivo a gran escala.

Segun los cientificos rusos esta planta combina las cualidades esenciales de poder
adaptarse a las condiciones de latitudes mas altas y de la posibilidad de mejorar en una
planta cultivada satisfactoriamente. Se inici6 un considerable trabajo de mejora de la
planta silvestre en las estaciones de experimentacion agricola y al mismo tiempo se
distribuyeron las semillas a las fincas colectivas para que los agricultores pudiesen
ganar experiencia en el manejo de un cultivo que no conocian.

En 1939, después de varios afios de esfuerzos, se obtuvieron unos rendimientos
medios de la plantacion rusa de 20 kilos de semillas y 25 kilos de caucho por hectarea.

En la actualidad, para convertir el diente de leén ruso en un cultivo rentable sera
necesario aumentar el vigor y mejorar las propiedades agrondmicas, por ejemplo,
mediante la hibridacion con el diente de ledon comun (7. officinale). Los objetivos
especificos que incluyen la mejora genética en 7. koksaghyz son obtener raices mas
grandes, ya que de esta forma se cosecha mas facilmente y aumenta la acumulacion de
caucho.

5.2 Ventajas de la mejora genética molecular

La mayor contribucion de la mejora vegetal moderna desde el punto de vista
genético, tal y como se ha practicado en el ultimo siglo, ha sido la maximizacion de la
expresion de los caracteres de interés agrondmico, principalmente la tolerancia a la
diversidad biologica y al estrés ambiental (Duvick, 1992; Duvick y Cassman, 1999;
Fehr, 1984). Esto se ha logrado principalmente mediante la aplicacion de potentes
herramientas de la genética cuantitativa y de la estadistica (Comstock, 1996; Hallauer y
Miranda, 1988). Mientras que los analisis QTL muestran que los genes mayores
desempefian en varios casos un papel, también ha sido muy importante la contribucion
de los genes menores y sus interacciones con el fin de maximizar la expresion del
caracter.

En resumen, la mejora genética molecular complementa la mejora genética
clasica, ya que representa una adicional, aunque de gran alcance, forma de generar
diversidad genética adicional, que es el punto de partida de cualquier programa de
mejora. En este trabajo se han utilizado dos herramientas importantes de la mejora
genética molecular, que son:

— Ampliacion de un mapa de ligamiento genético basado en marcadores AFLPs, con
marcadores COS, SSRs y EST-SSRs.

— Analisis QTL en campo de caracteres relacionados con la produccion de biomasa
y la produccion y calidad del caucho.
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5.3 Marcadores utilizados para la construccion del mapa genético

Para la construccion del mapa genético se utilizaron marcadores moleculares
COS, SSRs y EST-SSRs.

COS:

Los marcadores COS permiten mapear las regiones ortélogas entre especies
diferentes y dar una idea de la magnitud de la sintenia, ademas de poder facilitar la
clonacién de genes de interés basada en los mapas (Gale y Devos, 1998; Paterson et al.
2000). Se han producido mapas genéticos comparativos de varias especies de plantas; la
mayoria de estas comparaciones se han hecho para cultivos con mapas de ligamiento
amplios que a menudo contienen miles de /oci mapeados. Hasta ahora, los mayores
esfuerzos se han centrado en las familias Solanaceae (Kowalski et al. 1994; Lagercrantz
1998; Land y Paterson 2000), Fabaceae (Choi et al. 2006; Kalo et al. 2004), Rosaceae
(Dirlewanger et al. 2004), y Poaceae (Lin et al. 1995; Paterson et al. 1995; Maroof et
al. 1996; Gale y Devos 1998; Ming et al. 1998; Wu et al. 2003; Bowers et al. 2005).

Hasta hace poco, no se encontraban disponibles tales marcadores nucleares
universales para su uso en las Asteraceae (Compositae), a pesar de que la familia
comprende una décima parte de todas las plantas con flores, y que incluyen un amplio
numero de cultivos, tales como la lechuga, girasol, cartamo, alcachofa y achicoria (Funk
et al. 2005; Kesseli y Michelmore, 1997). Para remediar esta situaciéon, Chapman et al.
(2007) alinearon ESTs definidos como /oci COS de dos miembros filogenéticamente
distantes de la familia, el girasol (Helianthus annuus L.) y la lechuga (Lactuca sativa
L.), con secuencias codificadas de Arabidopsis. Las combinaciones de cebadores que
disefiaron fueron adecuadas para el mapeo comparativo del girasol, lechuga y cartamo o
alcaucil, que representan las tres principales subfamilias de las Asteraceae
(Carduoideae, Cichorioideae y Asteroideae).

Para el mapa genético de 7. koksaghyz se emplearon 26 de estas combinaciones de
cebadores, de las cuales 5 (19,2%) se utilizaron para la construccion del mapa de
ligamiento genético. En el estudio de Chapman ef al., emplearon 192 pares de cebadores
que seleccionaron arbitrariamente para su amplificacion en ocho diversos miembros de
la familia Asteraceae. La mayoria de los pares de cebadores probados (163 de 192,
85%) amplificaron en al menos un taxon, y 125 (65%) amplificaron en por lo menos la
mitad de los taxones del estudio. El numero de amplificaciones exitosas por especie
vario de 67 (34,9%) en Centaurea, a 146 (76%) en Lactuca. El menor niimero de
amplificaciones exitosas por subfamilia se encontr6 en las Carduoideae, donde
unicamente amplificaron 56 pares de cebadores en ambos miembros.

Tanto los resultados nuestros obtenidos en Taraxacum como los obtenidos por
Chapman et al., en Carduoideae, no son de extraiar, teniendo en cuenta que los
cebadores fueron disefiados a partir de alineaciones de ESTs de los géneros Lactuca y
Helianthus.
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SSRs:

Los SSRs permiten comparar el mapa genético obtenido con otros mapas
publicados. Estos SSRs junto con los marcadores AFLPs, COS y ESTs, comunes a
ambos parentales, permitieron la construccion del mapa integrado del cruzamiento.

Unicamente pudo integrarse un marcador SSR (SML-038) en el mapa de
ligamiento genético de 7. koksaghyz, de los 10 SSRs de lechuga y 17 SSRs de girasol
probados. Como se observa el porcentaje de éxito fue de un 3,7%, debido
probablemente como se ha comentado anteriormente con los marcadores COS, a que
estos marcadores SSRs procedian de los géneros Lactuca y Helianthus, haciendo muy
complicada su amplificacion en el género de Taraxacum.

EST-SSRs:

Ademas de requerir menos tiempo y dinero para su desarrollo, los ESTs derivados
de marcadores de secuencias simples repetitivas (EST-SSRs) presentan una serie de
ventajas sobre los marcadores SSRs desarrollados mediante la clonacion y
secuenciacion. Estudios en plantas, animales y hongos han demostrado que los EST-
SSRs tienden a ser mas ampliamente transferibles entre especies, e incluso entre
géneros, que los disefiados a partir de métodos de laboratorio tales como la
secuenciacion a partir de bibliotecas gendomicas enriquecidas con SSRs (Besnard ef al.,
2003; Chagne et al., 2004; Boches et al., 2005; Coulibaly et al., 2005; Fraser et al.,
2005; Ng et al., 2005). Esto puede ser debido a que los EST-SSRs son més propensos a
estar en regiones eucromaticas de los cromosomas ricas en genes que los desarrollados
mediante el screening de bibliotecas gendmicas (Areshchenkova y Ganal, 2002), aunque
esto puede no ser el caso en todos los genomas (por ejemplo, La Rota et al., 2005). La
transmisibilidad alta entre taxones de los EST-SSRs significa que incluso si un
determinado organismo no tiene recursos disponibles de secuencias de ESTs, pueden
utilizarse a menudo secuencias de otra especie relacionada para el desarrollo de SSRs
(Cordeiro et al., 2001; Woodhead et al., 2003; Barkley et al., 2005; Varshney et al.,
2005). Los EST-SSRs se componen tipicamente de repeticiones de trinucledtidos, los
cuales son mas faciles de contar que las repeticiones de dinucleotidos (Morgante ef al.,
2002; Li et al., 2004). Otra ventaja de los EST-SSRs radica en el hecho de que la
secuencia correspondiente del EST puede compararse con bases de datos de secuencias
de proteinas, posibilitando el conocimiento de la identidad funcional de un locus
marcador particular. Podria decirse que trabajar con EST-SSRs pueden proporcionar un
acceso directo a un gen candidato, si pueden disefiarse los marcadores en torno a un
SSR en un gen de interés (Vasemagi y Primmer, 2005). También pueden identificarse
los genes candidatos mediante la realizacion del anélisis del genoma de los EST-SSRs
(por ejemplo, Vasemagi et al., 2005): en estos estudios, es probable que el gen afectado
por la seleccion esté muy cerca del marcador EST-SSR, tal vez la propia fuente de EST-
SSR. La principal desventaja de los EST-SSRs es que tienden a mostrar una menor tasa
de polimorfismo (en términos de riqueza alélica) que los procedentes de bibliotecas
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genomicas (Eujayl ef al., 2002; Woodhead et al., 2003; Chagne et al., 2004; Chabane et
al., 2005).

Se emplearon un total de 32 EST-SSRs para la construccion del mapa de
ligamiento genético. En un total de 27 (84,3%) marcadores se observd una gran
similitud con Artemisia annua L. (Asteraceae), planta herbacea que se cultiva para la
extraccion de la artemisinina. En la sintesis de este ingrediente activo se encuentra la
enzima 3-Hidroxi-3-Metil-Glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA), la cual se expresa
también en la biosintesis de caucho natural de 7. koksaghyz, Parthenium argentatum (Ji
et al. 1993) y Hevea brasiliensis (Sipat, 1985) (Fig. 5.3.1). Estos ESTs se encuentran
distribuidos a lo largo de los 8 grupos de ligamiento, pudiéndose pensar que son varias
partes del genoma de 7. koksaghyz las que estan implicadas en la biosintesis del caucho.
Sin embargo, en el grupo de ligamiento 7 se encontrdé una colocalizacion entre el
marcador TC27 y Q-RL (concentracién de caucho), pudiendo explicar este marcador el
correspondiente QTL.

P
HMG-CoA )«—— Acetoacetyl-CoA =—— Acetyl-CoA
Mevalonate
Y Natural rubber

MevaloHafs-PP (cis-1,4-polyisoprene)

MPP-D cpr[ +IPP grerols
IPP +IPP Chlorophyll
P TPT __ GPP —> FPP ——> Carotenoids
¢ TPT ¢ Gibberelins
DMAPP Squalene

Essential oils  Abscisic acid
Monoterpenes  Phytoalexins

Figura. 5.3.1. Via de la biosintesis de caucho a partir del isopentenil difosfato. El
caucho natural se produce a partir de una rama lateral de la via ubicua de los
isoprenoides, con la 3-Hidroxi-Metil-Glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA) como clave
intermedia derivada de la acetil-CoA mediante la via general del Acido mevaldénico. La
mevalonato difosfato descarboxilasa (MPP-D) produce isopentenil difosfato (IPP), que
se isomeriza a dimetilalil difosfato (DMAPP) mediante la IPP isomerasa (IPI). La IPP
se condensa después en varias etapas con la DMAPP para producir geranil difosfato
(GPP), farnesil difosfato (FPP) y geranilgeranil difosfato (GGPP) mediante la accion de
la trans-prenil transferasa (TPT). La polimerizacion cis-1,4 que produce el caucho
natural es catalizada por la cis-prenil transferasa (CPT), que utiliza la IPP no-alilica
como sustrato.

Por otra parte, en 7 (21,8%) marcadores EST-SSRs se encontraron similitudes con
la expresion de genes y proteinas para la sintesis de caucho en Parthenium argentatum
(Asteraceae). Se encontr6 también uno de estos ESTs (TC50) muy cerca de la
colocalizacion anteriormente citada.
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5.4 Alineamiento y comparacion de los mapas individuales de ambos progenitores

Para alinear los mapas individuales y poder generar de esta forma el mapa
integrado del cruzamiento, se utilizaron AFLPs, COS, SSRs y EST-SSRs comunes a
ambos parentales que sirvieron como puntos de anclaje. Se utilizaron un total de 79
puntos de anclaje, de los cuales 62 fueron AFLPs y 17 COS/SSR.

Los microsatélites en heterocigosis en ambos progenitores constituyen la
herramienta mas apropiada para realizar comparaciones entre los mapas genéticos de los
progenitores (Maliepaard ef al., 1997; Cervera et al., 2001). Sin embargo, la utilizacion
de un elevado nimero de marcadores dominantes de segregacion ab x ac, sirvieron
también para facilitar el anclaje. Ya que para aumentar la precision de estos puntos de
anclaje, solo se consideraron fragmentos comunes que no mostraban recombinaciones
con segmentos individuales de ambos parentales (ab/a con frecuencia de recombinacion
0; a/ac con frecuencia de recombinacion 0).

El tamafio observado del mapa genético de P1 L (789,4 cM) fue 20,7 cM menor
al observado en P2 H (810,1 cM) (Tablas 4.1.3.4.a y b). Como se puede observar
ambos progenitores presentan un tamafio muy parecido, y el porcentaje de cobertura es
similar, y sus intervalos de confianza solapantes. El hecho de que ambos mapas sean tan
parecidos estd probablemente relacionado con la naturaleza intraespecifica del
cruzamiento estudiado (origenes comunes o relacionados genéticamente).

5.5 Comparacion con otros mapas de Asteraceae anteriormente publicados

Al realizar comparaciones entre mapas obtenidos a partir de diferentes estudios, es
imprescindible tener en cuenta la influencia que pueden tener en los resultados los
parametros utilizados en cada estudio. Estos podrian ser por ejemplo la funcion de
mapeo, el programa utilizado, la recombinacién maxima o la LOD minima establecida
para incluir marcadores. Segun Cai et al. (1994), las distancias obtenidas por el
programa de mapeo JoinMap, son menores que las generadas por otros programas
informaticos.

Los SSRs ademaés de saturar regiones del mapa genético para posteriores estudios
de seleccion asistida por marcadores (SAM), ofrecen la posibilidad de comparar mapas
de la misma especie.

Hasta el dia de hoy, no se ha publicado ningiin mapa de marcadores moleculares
de T. koksaghyz, por lo que no es posible comparar este mapa con ningin otro de la
especie, si no que hay que ampliar el abanico a la familia Asteraceae. Las publicaciones
mads recientes que se han encontrado, pertenecen a seis especies de Asteraceae (Tabla
5.5.1). Se han construido dos mapas genéticos en Cichorium, uno basado en marcadores
AFLP, RAPD y SAMPL (De Simone ef al. 1997) y el otro tinicamente en marcadores
RAPDs (Van Stallen et al. 2003). También se han construido detallados mapas
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genéticos para Helianthus anomalus (Rieseberg et al. 1993), Tetramopolium (Whitkus,
1998), Lactuca sativa L. (Landry et al. 1987; Kesseli et al. 1994; Waycott et al. 1999;
Johnson et al. 2000; Jeuken et al. 2001; Syed et al. 2006; Truco et al. 2007), Helianthus
annuus L. (Tang et al. 2002; Bert et al. 2002; Burke et al. 2002; Kusterer et al. 2004;
Lai et al. 2005; Yue et al. 2009), Cynara cardunculus L. (Lanteri et al. 2006; Portis et
al. 2009) y Chrysanthemum morifolium L. (Zhang et al. 2010).

El mapa de ligamiento genético que se ha construido en 7. koksaghyz contiene
744 marcadores. Se establecieron ocho grupos de ligamiento homologos, ya que en
todos los grupos de ligamiento, se encontraron COS/SSRs en heterocigosis en ambos
progenitores. Los grupos de ligamiento coinciden con el nimero de cromosomas (n = 8)
de esta planta. El hecho de que todos los marcadores fuesen ligados a los ocho grupos
de ligamiento, se debid principalmente al tamafio de la poblacidon que se empled para el
mapeo (119 individuos).

La buena reproducibilidad de los patrones de los marcadores se obtuvo gracias a
la alta estandarizacion de los protocolos y la seleccion rigurosa de los cebadores. No se
observo ninguna diferencia con el tipo de termociclador empleado.

El tamafo estimado del mapa resultante (865,5 ¢cM) es mucho més pequefio que el
estimado para el mapa de lechuga (1.950 cM) de Kesseli et al. (1994). Sin embargo, el
tamafio estimado para lechuga en un mapa interespecifico de AFLPs realizado por
Jeuken et al. (2001) (854 cM) se parece mas a los resultados actuales. Por otro lado, el
tamafio obtenido en 7. koksaghyz fue superior al estimado en Cichorium (609,6 cM) y
Tetramolopium (665,7 cM).

En la tabla 5.5.1 se detallan las caracteristicas mas importantes de los mapas
publicados en Asteraceas hasta 2011.
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Tabla. 5.5.1. Caracteristicas de los mapas de Asteraceae publicados hasta el 2011.

Autor y . 0 . N° M.D.
afio Asteraceae Cruzamiento | N° Gt Tipo M M.T. (%) G.L. P/F.M D.M.M.A. | T.M. QTLs/Genes
. RHA280 Mapmaker 3.0 y
ggg% HZZ“"”“{‘S 94 SSR 459 | 12,6 | 17 | G-MENDEL 3.0 3,1 1.368,3 No
annuus L. RHAS01 / Kosambi
Peso semillas;
XRQ Joinmap 2.0 Contenido aceite; Altura
Bert Helianthus RFLP; ) planta; Fecha floracion;
2002 annuus L. 220 AFLP 290 D.D. 19 Map ;Injll:ierB'Ob / D.D. 2.318 Fecha maduracion;
PSC8 ¢ Retraso floracion hasta
madurez
Dias para floracion;
Diametro tallo; Altura;
N° hojas tallo principal;
cmsHAS89 Forma hoja; Tamafio
hoja; Longitud
pedunculo; N° ramas; N°
Burke Helianthus SSR; M. Mapmaker 3.0 / cabezas; N°
2002 annuus L. 88 Morfologicos 105 D.D. 17 Kosambi 1.1 0727 cabezas/rama; Diametro
disco; N° flores rayo;
H. annuus var. Tamano rayo; N
P semillas
autofecundadas;  Peso
aquenio; Anchura
aquenio; Rotura.
Kusterer Helianthus RHA325 AFLP; Acido palmitico; Acido
2004 annus L. HA342 183 SSR 221 D.D. 18 D.D. 7,4 1.645,6 oleico: Acido linoleico

Leyenda: N° Gt: Numero de genotipos pertenecientes a la Fy; Tipo M: Tipo de marcadores utilizado para la construccion del mapa; N° M.T.: Numero de marcadores totales
del mapa; M.D. (%): Porcentaje de marcadores distorsionados; G.L.: Grupos de ligamiento genético generados; P/F.M.: Programa y funcion de mapeo utilizado; D.M.M.A.:
Distancia media entre marcadores adyacentes en cM; T.M.: Tamafio de mapa; QTLs/Genes: Presencia de QTLs o genes de interés; D.D.: Dato desconocido.
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Al;tf?;‘ y Asteraceae Cruzamiento N° Gt Tipo M Nll\l T. 1\(/{%]; G.L. P/F.M D.MM.A. | T.M. QTLs/Genes
Lai Helianth RHAZ80 SSR M ker/EXP
a1 eliantnus 5 apmaker,
2005 annuus L. 94 EST 273 D.D. 17 3.0 / Kosambi D.D 1.349,3 No
RHAR01
Yue Helianthus HAR9 TRAP; 165 Mapmaker/EXP Morfologia semilla;
2009 annuus L. LSS 120 SSR 44 D.D. 17 3.0 8,5 1.784,3 Diametro disco
L. sativa cv. . ,
Johnson Salinas Joinmap 2.0/ Arquitectura raices,
Lactuca spp. - 100 AFLP 513 D.D. 10 . D.D. 1.342 | Explotacion aguas
2000 L. serriola Kosambi profundas del suelo
US96UC23
L. saligna
Jeuken CGN5271 AFLP;
2001 Lactuca spp. 1 sativa ov. 126 SSR 488 D.D. | D.D. D.D. 1,8 854 No
Olof
L. serﬁozl;z DH- SSAP:
Syed 2006 Lactuca spp. - D.D. NBS-LRR; 458 D.D. | D.D. D.D. 2,8 1.266,1 No
L. sativa cv.
. AFLP
Dynamite
L. sativa cv. RFLP;
. . Calmar RAPD;
Iiegsgzh L"C’“CL“ sattva . 66 Genes; 319 9 9 Ma%rg::zb?o "1 b, 1.950 No
: L. sativa cv. Isozimas; M.
Kordaat Morfoldgicos
L. sativa 87-25-
Waycott Lactuca sativa IM RAPD; M.
1999 L. L. sativa 877- 101 Morfologicos 104 11,8 20 Mapmalker 77 987 No
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Autor y . 0 . N° M.D.
afio Asteraceae Cruzamiento N° Gt Tipo M M.T. (%) G.L. P/F.M D.M.M.A. | T.M. QTLs/Genes
7 oblaciones 66;
. NERIQE RFLP;
Truco inter;:s ecificas o2; AFLP; Joinmap 2.0 /
Lactuca spp. p . 119; SSR; 2744 D.D. 9 P B 0,7 1.505 No
2007 de L. sativa, L. Kosambi
serriola L 20; RAPD; M.
li ok 75; Morfologicos
saligna 126
. Cichorium C. intybus RAPD;
De 1891;‘17‘)“" intybus L. var. — 46 AFLP; 371 | 135 | 9 D.D. DD. | 12014 No
silvestre Biskoff |  C. endivia SAMPL
Van Cichorium Wo-A .
. Joinmap 2.0 /
Stallen intybus L. var. 565 RAPD 126 13,9 9 Kosambi 4,7 609,6 No
2003 Foliosum Hegi Wo-B
Rieseb Helianth . anmus RAPD Mapmaker /
eseberg elianthus ; apmaker
1993 anomalus 36 Isozimas 162 13,6 18 MAP 16,4 2.338 No
H. petiolaris
Whitk T lopi - rocki RFLP M ker 3.0/
1tkus etramolopium 5 apmaker 3.
1998 spp. 90 RAPD 125 49 9 RIPPLE 6,5 665,7 No
T. humile
Lanter . ily”“”“l MAEF{;P 204 18 6,5 1.330,5
anteri ‘yhara cardunculus - ;
2006 cardunculus L. var. scolymus o4 S-SAP; 3 D.D. No
L. SSR 180 17 6,9 1.239,4

71






Discusion

Autor y . o . N° M.D.
afio Asteraceae Cruzamiento N° Gt Tipo M M.T. (%) G.L. P/F.M D.M.M.A. | T.M. QTLs/Genes
Cynara
borte . ‘f’;rcibégu’iu:s PCR-based 326 20 D.D. 1.486,8
ynara — D.D. marker D.D. D.D. No
2009 cardunculus L. Cynara latforms
cardunculus p 177 17 D.D. 1.015,5
var. altilis
Yuhualuoyin, . 210 44 6,2 1.034
Zhang Chrysanthemum yine RAPD; Joinmap 3.0/
. 142 ISSR; 25,5 . No
2010 morifolium ) Kosambi
Aoyunhanxiao AFLP 190 33 6,9 1.095
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5.6 Analisis de los determinantes genéticos que controlan los caracteres de
produccion de biomasa y produccion de caucho en Taraxacum koksaghyz

Establecer asociaciones entre caracteres de interés como resistencias o calidad de
una especie en estudio, a un determinado marcador genético, conlleva cierta
complicacion. Los caracteres cualitativos se mapean igual que marcadores genéticos.
Para el analisis de caracteres cuantitativos, es necesario descomponer los efectos de
cada gen por métodos estadisticos. A veces existe insuficiente ligamiento entre el
marcador genético y el gen o QTL que controla un caracter determinado. Por esta razon,
marcadores que se situan a cierta distancia genética del gen o QTL en cuestion, no
pueden detectarlo estadisticamente. En este sentido un mapa genético de alta densidad
facilita la busqueda de marcadores que estan fisicamente ligados al carcter de interés,
permitiendo asi la identificacion de genes o QTLs unidos a marcadores (por ejemplo,
EST o SSR). Otras veces la dificultad viene determinada por la existencia de genes
denominados pleiotropicos, es decir, que afectan a varios caracteres fenotipicos.

La deteccion de regiones del genoma donde se localizan los loci responsables de
caracteres de interés y los marcadores asociados a los mismos, constituye el punto de
partida para iniciar el clonaje posicional de genes que controlan estos caracteres,
mediante saturacion de la region que contiene el gen con marcadores flanqueantes
(Tanksley, 1995). Dichos marcadores sirven para la seleccion asistida (SAM) en
estadios juveniles. Hasta el momento se han publicado 5 estudios de QTLs en
Asteraceas. Cuatro de ellos se realizaron en Helianthus annuus L. (Bert et al. 2002;
Burke et al. 2002; Kusterer et al. 2004; Yue et al. 2009) y el quinto en Lactuca spp.
(Johnson et al. 2000). Los QTLs detectados en los dos primeros mapas de girasol
estaban relacionados con la morfologia de la planta. En el tercer mapa de girasol se
identificaron QTLs relacionados con la calidad del aceite y en el cuarto mapa con los
caracteres del fruto. En el caso de la lechuga, los QTLs detectados estaban relacionados
con la arquitectura de las raices y la explotacion de éstas en las aguas profundas del
suelo.

El presente trabajo constituye una aproximacion para determinar el nimero, la
localizaciéon y el efecto de los determinantes genéticos responsables de la variacion
asociada a caracteres de produccion de biomasa y de caucho en 7. koksaghy:z.

Se han detectado QTLs para cada caracter estudiado que explican de menores a
mayores porcentajes de la variacion total para dicho caracter. En la tabla 4.3.2.1, estan
representados aquellos QTLs que fueron detectados mediante “interval mapping”.

Sin embargo, estos datos han de tomarse con cautela por varias causas, por
ejemplo, las caracteristicas propias del estudio, entre las que se incluyen una F1 de 119
individuos en la que pueden estar segregando hasta cuatro alelos para cada QTL con
diferente poder estadistico (con 2, 3 6 4 clases genotipicas). Esto provoca que la
deteccion de QTLs de efecto menor sea dificil. Un posible QTL menor unido a un
marcador determinado, puede mostrar el mismo efecto que un QTL mayor localizado a
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mayor distancia de un marcador (Botstein et al. 1980; Knapp et al. 1990). Sin embargo,
descendencias no muy grandes, disminuyen la posibilidad de detectar QTLs menores,
detectandose tnicamente QTLs mayores, mientras que los menores quedan sin revelar.
Por otra parte, QTLs menores suelen ser menos estables en diferentes entornos
genéticos y ambientales por lo que su uso es limitado (Ritter ef al. 2004). Ademas, solo
pueden detectarse QTLs si los alelos del QTL tienen efectos diferentes significativos en
un progenitor, es decir, que pueden haber mas QTLs que no “segreguen”, siendo
necesario hacer analisis adicionales en otros entornos genéticos.

No obstante en esta discusion nos referiremos Unicamente a aquellos QTLs
estadisticamente significativos, y cuyos resultados se han mantenido constantes a lo
largo de los dos ensayos de estudio, asegurandonos la deteccion de QTLs de efecto
mayor.

5.6.1 Analisis de correlaciones en invernadero y campo

En el presente trabajo se realizé un andlisis de los caracteres relacionados con la
produccion de biomasa y de caucho en el cruzamiento P1 L x P2 H, tanto en
invernadero como en campo. En el ensayo de invernadero algunos caracteres analizados
fueron diferentes, exceptuando la dentadura de la hoja, el peso seco de la raiz, el peso
seco de la roseta y la concentracion de caucho.

En el analisis de correlaciones realizado en el ensayo de campo (Tabla 4.3.1.2), se
observé que excepto para los valores de concentracion de caucho, el resto de valores
estan significativamente relacionados, por lo que las variaciones ambientales no
influyeron considerablemente en los resultados excepto para el cardcter anteriormente
citado. Estos resultados son aceptables, ya que conforme mayor es la biomasa de la
parte aérea, mayor es la biomasa de la parte subterranea, puesto que los asimilados se
distribuyen entre todos los 6rganos de la planta (Bazzaz, 1997). Cabe destacar que en el
ensayo de correlacion en invernadero, si se encontraron correlaciones significativas
entre la concentracion de caucho y caracteres como el volumen de latex o el peso seco
de las raices, roseta y planta total.

En el Proyecto de Emergencia de Caucho de 1947 se realiz6 un analisis detallado
sobre los efectos de las deficiencias de los elementos minerales en koksaghyz y
observaron que una deficiencia de nitrogeno resultd en una produccion de raices muy
pequefias, y en una planta débil en general. Una deficiencia de magnesio o potasio
también resultd en un descenso marcado del crecimiento de las raices. El efecto de las
deficiencias de calcio o fosforo fueron menos perjudiciales. Los estudios realizados
sugirieron que las deficiencias que inhibian el crecimiento de las raices también inhibian
la formacion de caucho. En un ensayo realizado observaron que los maximos
rendimientos de las raices se obtuvieron con unas soluciones de nutrientes que
contenian de 10 a 15 partes por millon de boro.
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En el presente trabajo, el hecho de que en invernadero se encontrasen
correlaciones significativas entre la concentracion de caucho y el peso seco de las
raices, y de que en campo no se encontrase ninguna correlacion entre estos caracteres,
podria deberse a las mejores condiciones de cultivo de invernadero y a la peor
disponibilidad de nutrientes en campo.

Existen numerosos documentos rusos que sugieren correlaciones entre la
dentadura de la hoja y el habito de floracién, tamafio de la raiz, contenido de caucho y
otras caracteristicas. Los estudios de Zehngraff indicaron correlaciones entre el héabito
de floracién y el contenido de caucho, asi como entre la dentadura de la hoja, el
contenido de caucho, y el tamafo de la raiz. Sin embargo, la heterogeneidad extrema del
material experimental a disposicion de los trabajadores rusos y estadounidenses y la
complejidad de los factores bioldgicos que afectaban a la dentadura de la hoja hicieron
imposible en ese momento llegar a ninguna conclusion sobre la existencia de tales
correlaciones (Whaley et al., 1947).

Una de las caracteristicas mas distintivas de las poblaciones de koksaghyz es la
variabilidad extrema en la dentadura de las hojas, no sélo entre las plantas, sino también
en la misma planta en las diferentes etapas de su desarrollo. Segin Whaley (1947) esta
variabilidad deberia ser estudiada cuidadosamente para permitir la segregacion de los
genotipos y determinar si existe correlacion entre formas de la hoja en particular y las
caracteristicas deseables o indeseables, para que tales formas de la hoja se pudieran
utilizar como etiquetas en la seleccion y en la mejora genética. También deberia
determinarse el efecto de los diferentes ambientes de tales variaciones de la hoja.

En el presente trabajo se observdo que la dentadura de la hoja presentd
correlaciones altamente significativas con el peso seco de la raiz, la longitud de la raiz
principal y la longitud de la hoja. Desgraciadamente no se observéd ninguna correlacion
entre la dentadura de la hoja y la concentracion de caucho, por lo que este caracter no se
podria emplear actualmente en el proceso de seleccion de 7. koksaghyz. Por otro lado,
ya se ha comentado anteriormente que la concentraciéon de caucho podria verse
influenciada por las condiciones ambientales, por lo que no hay que descartar todavia la
posible correlacion de este caracter con la dentadura de la hoja.

5.6.2 Regiones cromosdmicas implicadas en la produccion de caucho

Con el fin de asociar regiones del genoma del diente de ledn ruso a caracteres
relacionados con la produccion de caucho, los QTLs detectados se integraron en los
diferentes grupos de ligamiento, del mapa genético (Fig. 4.2.1).

Algunos de los QTLs detectados en invernadero y campo se posicionaron en
regiones cromosomicas similares, lo que hace pensar que existe una elevada
probabilidad de que en esas regiones exista algin gen relacionado con el caracter
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determinado. Es el caso por ejemplo de la dentadura de la hoja (qLS b, qLS e, Q-LSb,
Q-LSc) situados en la region media del grupo de ligamiento 4 del mapa genético
integrado (Fig. 4.2.1). Este mismo cardcter mapea también en el grupo de ligamiento 3
(qLS_d, Q-LSa). Este carécter podria envolver a dos genes mayores, dado que la R?
explica un 21,36% (qLS_b) y 25,99% (qLS_e) para ese caracter, respectivamente.

Otro caso es el observado en el grupo de ligamiento 8, para el caracter peso seco
de las raices (QRD e, Q-RDc, Q-RDd), que mapean en la misma region en ambos
ensayos.

La falta de estabilidad entre los dos estudios también puede deberse a la presencia
de diferentes genes o a la expresion diferencial de estos genes como resultado de las
variaciones climatologicas, ya que un ensayo se ha realizado en invernadero y otro en
campo. Por lo tanto, seria conveniente repetir el andlisis QTL en varios afos
consecutivos y observar si estos QTLs se mantienen en las mismas regiones
cromosomicas a lo largo del tiempo. Dado que en este caso no tenemos la posibilidad de
realizarlo, tenemos que tomar los datos con precaucion.
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Anexo. 1. Combinaciones de cebadores AFLP ensayadas para la construccion del mapa
genético, nombre de los marcadores y niumero de fragmentos segregantes obtenidos de
cada uno de ellas.

CC Nombre-M NFP | CC Nombre-M NFP CcC Nombre-M NFP

1 E37/M31 24 2 E37/M34 19 3 E37/M35 16
4 E37/M43 16 5 E43/M33 42 6 E43/M34 30
7 E43/M36 31 8 E43/M40 28 9 E43/M41

10 E43/M45 15 11 E50/M32
13 E50/M37 14 E50/M38
16 E50/M42 17 E50/M44
19 E50/M46 20 E55/M35
25 E37*M31 26 E37*M31
28 E37*M31 29 E37*M31
31 E37*M31 32 E37*M31
34 11E37/M34 35 12E37/M34
37 14E37/M34 38 15E37/M34
40 18E37/M34 41 19E37/M34
43 21E37/M35 44 22E37/M35
46 24E37/M35 47 25E37/M35
49 28E37/M35 50 29E37/M35
52 31E37/M43 53 32E37/M43
55 34E37/M43 56 35E37/M43
58 37E43/M33 59 38E43/M33
61 40E43/M33 62 41E43/M33
64 43E43/M33 65 44E43/M33
67 46E43/M34 68 47E43/M34
70 49E43/M34 71 50E43/M34
73 52E43/M34 74 53E43/M34
76 55E43/M34 77 56E43/M34
79 58E43/M36 80 59E43/M36
82 61E43/M36 83 62E43/M36
85 64E43/M36 86 65E43/M36
88 68E43/M36 89 69E43/M36
91 71E43/M36 92 72E43/M36
94 74E43/M36 95 75E43/M36
97 77E43/M40 98 78E43/M40
100  80E43/M40 101 81E43/M40
103 83E43/M40 104  84E43/M40
106 86E43/M4l 107  87E43/M41
109  89E43/M4l 110  90E43/M41
112 92E43/M4l 113 93E43/M41
115 95E43/M45 116  96E43/M45
118  98E43/M45 119  99E43/M45
121 101E50/M32 122 102E50/M32
124  104E50/M32 125  105E50/M32
127  107E50/M32 128 108E50/M32
130 111E50/M34 131  112E50/M34
133 114E50/M34 134 115E50/M34
136  117E50/M34 137 118E50/M34
139 120E50/M34 140 121E50/M34
142 123E50/M37 143 124E50/M37
145  126E50/M37 146  127E50/M37
148  129E50/M37 149  130E50/M37
151 132E50/M38 152 133E50/M38
154 135E50/M38 155 136E50/M38
157  138E50/M38 158  139E50/M38
160  141E50/M38 161  142E50/M38

12 E50/M34
15 E50/M40
18 E50/M45
24 E37*M31
27 E37*M31
30 E37*M31
33 10E37/M34
36 13E37/M34
39 16E37/M34
42 20E37/M34
45 23E37/M35
48 26E37/M35
51 30E37/M35
54 33E37/M43
57 36E43/M33
60 39E43/M33
63 42E43/M33
66 45E43/M33
69 48E43/M34
72 51E43/M34
75 54E43/M34
78 57E43/M34
81 60E43/M36
84 63E43/M36
87 66E43/M36
90 70E43/M36
93 73E43/M36
96 76E43/M40
929 79E43/M40
102 82E43/M40
105  85E43/M41
108  88E43/M41
111  91E43/M41
114  94E43/M45
117  97E43/M45
120  100E43/M45
123 103E50/M32
126 106E50/M32
129 110E50/M32
132 113E50/M34
135 116E50/M34
138 119E50/M34
141  122E50/M34
144  125E50/M37
147  128E50/M37
150 131E50/M37
153 134E50/M38
156 137E50/M38
159  140E50/M38
162  143E50/M38
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CC Nombre-M NFP | CC Nombre-M NFP CC Nombre-M  NFP
163 144E50/M38 2 164 145E50/M38 2 165 146E50/M40 2
166 147E50/M40 2 167 148E50/M40 2 168 149E50/M40 2
169 150E50/M40 2 170 151E50/M40 2 171 152E50/M40 2
172 153E50/M40 2 173  154E50/M40 2 174 155E50/M40 2
175 156E50/M40 2 176  157E50/M40 2 177 158E50/M42 2
178 159E50/M42 2 179 160E50/M42 2 180 161E50/M42 2
181 162E50/M42 2 182 163E50/M42 2 183 164E50/M42 2
184 165E50/M42 2 185 166E50/M42 2 186 167E50/M42 2
187 168E50/M42 2 188 169E50/M42 2 189 170E50/M44 2
190 171E50/M44 2 191 172E50/M44 2 192 173E50/M44 2
193 174E50/M44 2 194 175E50/M44 2 195 176E50/M44 2
196 177E50/M44 2 197 178E50/M44 2 198 179E50/M44 2
199 180E50/M45 2 200 181E50/M45 2 201 182E50/M45 2
202 183E50/M45 2 203 184E50/M45 2 204 185E50/M45 2
205 186E50/M45 2 206 187E50/M45 2 207 188E50/M45 2
208 189E50/M45 2 209 190E50/M45 2 210 191E50/M45 2
211  192E50/M45 2 212 193E50/M46 2 213  194E50/M46 2
214 195E50/M46 2 215  196E50/M46 2 216 197E50/M46 2
217 198E50/M46 2 218 199E55/M35 2 219 200E55/M35 2
220 201E55/M35 2 221 202E55/M35 2 222  203E55/M35 2
223 204E55/M35 2 224 205E55/M35 2 225 206E55/M35 2
226 207E55/M35 2 227 208E55/M35 2

TOTAL Marcadores AFLP: 762

Media: 38.1/CC

TOTAL Fragmentos Individuales: 559 (CC1 a 20) — Frag. Comunes: 203 (203*2)

Leyenda: CC = Combinacion de cebadores; NFP = Numero de fragmentos polimorficos.
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Anexo. 2. Lista de Fragmentos ligados con FR = 0 a otros Fragmentos.

P/F GL FRO=F1 F2 F3 F4 FS Fé
P1/12 7 P1/10 P1/11 Cl173/1 C197/1

F1/17 14 F3/3 C42/1 C49/1 C123/1 C130/1 C226/1
F1/20 16 C139/1

F1/22 16 F14/25 F17/27

P1/23 7 P14/26

F2/3 12 F5/35 F7/30 F10/15 F11/4 F11/27 F12/26
F2/3 12 F14/13 Cl154/1  Cl66/1 Cl168/1 C189/1
F2/3 12 C192/1 C214/1

P2/12 3 C135/1 C216/1

F2/18 6 C158/1 Cl163/1

P3/2 9 C203/1

P3/6 11 C200/1

P4/5 5 P15/8

P4/6 13 Cl121/1 C182/1

F4/7 16 C223/1

F4/10 10 C120/1 C198/1  C207/1 C208/1

P4/12 5 P18/7

P4/14 3 P8/18

P5/7 3 C140/1 C187/1  C188/1

P5/13 13 C67/1

F5/16 6 F14/8 F17/1 Cl126/1 C205/1

F5/17 6 F6/12

P5/22 13 P2/15 P9/17 C49/1 C73/1 C211/1
P5/37 3 C196/1

F6/4 8 F3/11

P6/11 15 P16/18

F6/13 6 F7/20

F6/14 14 F8/15

P6/15 7 C108/1

F6/22 14 C71/1

F6/23 10 Cl142/1

F6/30 12 Cl144/1 C194/1

F7/6 2 F14/12 F17/20

P7/8 7 P11/41 C169/1

P7/9 9 C185/1

F7/12 2 F7/24

F7/13 8 F8/25 F13/5 C150/1

F8/2 16 F5/8 F6/10 F12/12 F14/4 F14/15 F16/23
P8/7 1 P16/30 C102/1

F8/10 8 Cl128/1

F8/25 0 F19/1

P9/15 9 P9/12

F9/26 2 F14/27 F14/29

P9/28 3 Cl156/1

F9/31 8 F11/6

P9/39 5 P14/18 P15/1 P20/6

F9/47 2 C206/1

P11/14 5 P11/13

P11/15 11 P6/27

F11/16 8 F6/1 F7/5 Cl141/1 Cl176/1

P11/17 15 P18/4 C179/1  C190/1

F11/18 10 F12/27

F11/28 12 F12/10 F12/31  F13/2 F17/15

P11/38 1 P2/11 C82/1

P11/39 15 P15/23
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P/F GL FRO=F1 F2 F3 F4 FS Fé
F11/40 8 F3/10

P11/42 13 P13/17

P12/9 5 P18/16

P12/11 3 P6/28

F12/13 4 C93/1

F12/14 4 F5/24 F11/23  F12/15 C217/1

F12/18 10 C84/1

P12/23 7 C225/1

P12/25 3 P14/5

P12/28 7 P5/40 P8/6 P11/10 P11/11 P16/3
F13/6 10 F19/8

F13/13 8 Cl174/1

F13/16 12 F14/23

P13/21 1 C191/1

F13/25 6 F14/28 F1529  C221/1

P13/27 13 P6/17 P14/1

F14/14 14 F18/21

P14/20 9 P12/5

P14/21 5 C172/1

P15/2 7 C89/1 C209/1

P15/3 11 P9/22 P9/23

P15/10 9 P9/41

F15/11 10 F13/18 F15/12  F17/30

P15/14 5 P4/1 P8/9 P8/16

F15/17 16 F8/24

P15/25 11 P17/19

F15/27 16 F13/1 F15/30

P15/32 11 P17/16

F15/33 6 F7/19 Cl162/1

P16/1 5 Co1/1 C222/1

F16/2 10 C201/1

P16/16 11 C98/1

F16/17 8 F2/10 F5/41 C193/1

P16/22 9 P5/12 P6/26 P16/9

P16/24 9 P12/7

F16/28 16 C170/1

F16/29 4 C188/1

P17/28 11 P16/7

F17/32 14 F2/1 F3/5 F5/23 F12/8 F13/19 F16/21
P18/12 9 P9/20 P12/1

P18/15 1 P6/19 P7/4 P10/4 P15/18

F18/17 10 F9/21 C155/1

P19/3 5 P6/3 P7/29 P8/8 P12/6 P14/9 P16/27
P19/3 5 P17/13 P17/22

P19/4 15 P3/14 P9/30

P20/20 1 P2/6 P20/26

P20/21 11 P2/8 P8/12 P9/19 P11/8 P11/20 P14/22
P20/21 11 P14/24 P15/28  Pl6/4

NUMERO TOTAL de Fragmentos FR=0: 208
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Anexo. 3. Lista de Fragmentos Asociados (FA).

P/F FA=P/F P/F FA=P/F P/F FA=P/F P/F FA=P/F
P1/1 <P18/9 F1/4 <Cl11/1 F1/19 <Cl175/1 F2/16 <Cl148/1
P3/2 <(C213/1 P3/13 <C65/1 P4/3 < C106/1 P5/7 < C104/1
P5/11 <C212/1 F5/28 <(C58/1 P5/31 <C47/1 F6/14 <C103/1
Fo6/16 <(C9%4/1 F6/30 <Cl183/1 F7/1 <(C29/1 F7/1 <C64/1
P7/8 <Cl115/1 P7/9 <C215/1 F7/13 <F20/9 F7/15 <C90/1
F8/2 <(C24/1 F8/2 <C27/1 F8/2 <(C227/1 P9/2 <Cl147/1
P10/6 <Cl113/1 P11/35 <Cl167/1 F12/18 < Cl164/1 P12/19 < C160/1
P12/25 < C224/1 P13/4 <(C35/1 F13/23 <(C97/1 F14/6 <C78/1
P14/31 < C43/1 P15/10  <P18/13 F15/19  <Cl6l1/1 P15/24 < C39/1
P16/1 <(C28/1 P16/25 <Cl127/1 P17/2 <(C210/1 F17/18 < C66/1
P17/29 <Cl114/1 F18/8 < C204/1 P19/4 <Cl132/1 P19/4 <Cl138/1
P19/6 <C178/1 P20/4 <C101/1 F20/5 < (C48/1
NUMERO TOTAL de Fragmentos Asociados: 47

Anexo. 4. Lista de Fragmentos EXCLUIDOS (FE).
P/F P/F P/F P/F P/F P/F P/F P/F
P1/2 P1/6 P1/15 P2/5 P2/13 F3/12 P3/15 P4/2
F5/1 P5/3 P5/6 F5/14 P5/19 F5/25 F5/29 P5/38
F6/2 P6/20 F6/21 F7/10 P7/16 F8/5 P8/20 F8/38
P9/4 F9/34 P9/37 P9/45 F10/1 P10/2 F10/8 P11/3
F11/9 P11/22 F12/20 F13/24 F14/3 F14/11 F14/30 F15/9
F15/13 F15/31 P16/5 P16/8 P16/10 F17/9 P18/6 F19/9
C25/1 C26/1 C33/1 C41/1 C62/1 C63/1 C75/1 C87/1
C105/1 C112/1 C129/1 C146/1 C165/1 C219/1
NUMERO TOTAL de Fragmentos EXCLUIDOS: 62

Anexo.5. Localizacion de los fragmentos P/F.

N° P/F Loc. N° P/F Loc. N° P/F Loc. N° P/F Loc.
1 P1/1 GI3 3 P1/3 GI7 4 F1/4 GII 8 5 P1/5 GI3
7 F1/7 GIl 4 8 F1/8 GII 3 9 F1/9 GII 6 10 P1/10 L-1/12
11 P1/11 L-1/12 12 P1/12 Gl 4 13 F1/13 GII 5 14 P1/14 GI>5
16 P1/16 GI2 17 F1/17 GIl 7 18 P1/18 GI3 19 F1/19 GII'1
20 F1/20 GII 8 21 F1/21 GII 2 22 F1/22 GII 8 23 P1/23 Gl 4
24 F1/24 GII 2 25 F2/1 L-17/32 | 26 P2/2 GI>5 27 F2/3 GII 6
28 F2/4 GII'1 30 P2/6 L-20/20 | 31 F2/7 GII 6 32 P2/8 L-20/21
33 F2/9 GII 8 34 F2/10 L-16/17 | 35 P2/11 L-11/38 | 36 P2/12 GI2
38 P2/14 GI2 39 P2/15 L-5/22 40 F2/16 GII 8 41 F2/17 GII 6
42 F2/18 GII 3 43 F2/19 GII'1 44 F3/1 GII 8 45 P32 GI>5
46 F3/3 L-1/17 47 P3/4 GI5 48 F3/5 L-17/32 | 49 P3/6 Gl 6
50 F3/7 GII 5 51 F3/8 GII 6 52 P3/9 GI2 53 F3/10 L-11/40
54 F3/11 L-6/4 56 P3/13 GI5 57 P3/14 L-19/4 59 P3/16 Gl 6
60 P4/1 L-15/14 | 62 P4/3 GI'1 63 P4/4 GI>5 64 P4/5 GI3
65 P4/6 GI7 66 F4/7 GII 8 67 F4/8 GII'1 68 F4/9 GII 5
69 F4/10 GII 5 70 P4/11 GI7 71 P4/12 GI3 72 F4/13 GIl 4
73 P4/14 GI2 74 F4/15 GII 3 75 F4/16 GII 5 77 F5/2 GIl 4
79 P5/4 GI3 80 P5/5 Gl 4 82 P5/7 GI2 83 F5/8 L-8/2
84 F5/9 GIl 4 85 P5/10 GI3 86 P5/11 Gl 4 87 P5/12 L-16/22
88 P5/13 GI7 90 P5/15 Gl 4 91 F5/16 GII 3 92 F5/17 GII 3
93 F5/18 GII 2 95 P5/20 GI7 96 F5/21 GII 5 97 P5/22 GI7
98 F5/23 L-17/32 | 99 F5/24 L-12/14 | 101 P5/26 Gl1 102  P5/27 GI3
103  F5/28 GII 3 105 F5/30 GIl 4 106 P5/31 Gl1 107 F5/32 GII 3
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N° P/F Loc. N° P/F Loc. N° P/F Loc. N° P/F Loc.
108 F5/33 GII 6 109 P5/34 GI 5 110 F5/35 L-2/3 111  F5/36 GII 1
112 P5/37 GI 2 114 F5/39 GIl 4 115 P5/40 L-12/28 | 116 F5/41 L-16/17
117 P5/42 GI1 118 Fo6/1 L-11/16 | 120 P6/3 L-19/3 121 Fo6/4 GIl 4
122 P6/5 Gl 4 123  P6/6 GI 8 124 Fo6/7 GI1 7 125 P6/8 GI3
126 F6/9 GIl 4 127 F6/10 L-8/2 128 Po6/11 GI 8 129 Fo6/12 L-5/17
130 F6/13 GII 3 131 Fo/14 GII 7 132 Po6/15 Gl 4 133  Fo/l6 GI1 7
134 P6/17 L-13/27 | 135 P6/18 GI 8 136 P6/19 L-18/15 | 139 F6/22 GI1 7
140 F6/23 GII 5 141 P6/24 GI 8 142 P6/25 GI 2 143  P6/26 L-16/22
144  P6/27 L-11/15 | 145 P6/28 L-12/11 | 146 F6/29 GI1 7 147 F6/30 GIl 6
148 F7/1 GII 6 149 F7/2 GII 5 150 F7/3 GII 2 151 P7/4 L-18/15
152 F7/5 L-11/16 | 153 F7/6 GIl'1 154 F7/7 GII 2 155 P7/8 Gl 4
156 P7/9 GI 5 158 F7/11 GII 3 159 F7/12 GII 1 160 F7/13 GIl 4
161 F7/14 GII 5 162 F7/15 GII 5 164 P7/17 GI 5 165 P7/18 GI7
166 F7/19 L-15/33 | 167 F7/20 L-6/13 168 F7/21 GII 5 169 P7/22 GI 6
170 F7/23 GII 5 171 F7/24 L-7/12 172 P7/25 Gl 4 173 P7/26 GI 8
174 F7/27 GII 3 175 P7/28 Gl 6 176 P7/29 L-19/3 177 F7/30 L-2/3
178 F7/31 GII 8 179 F8/1 GII 5 180 F8/2 GII 8 181 F8/3 GIl 4
182 F8/4 GII 7 184 P8/6 L-12/28 | 185 P8/7 GI1 186 P8/8 L-19/3
187 P8/9 L-15/14 | 188 F8/10 GIl 4 189 Pg&/11 Gl 4 190 P&/12 L-20/21
191 F8/13 GII 8 192 P8/14 GI 5 193  Fg/15 L-6/14 194 Pg/16 L-15/14
195 P&/17 Gl 6 196 P8/18 L-4/14 197 P8/19 GI7 199 F8/21 GIl 4
200 P8/22 GI3 201 P8/23 GI7 202 F8/24 L-15/17 | 203  F8/25 L-7/13
205 P8/27 GI 1 206 P8/28 GI 5 207 F9/1 GII 1 208 P92 GI 5
209 P9/3 Gl 6 211  P9/5 GI 8 212 P9/6 GI 5 213 F9/7 GI1 7
214  P9/8 GI 2 215 F9/9 GIl'1 216 P9/10 GI3 217  P9/11 Gl 4
218 P9/12 L-9/15 219  F9/13 GII 8 220 P9/14 GI 6 221  P9/15 GI 5
222 F9/16 GII 6 223  P9/17 L-5/22 224 F9/18 GIl 4 225 P9/19 L-20/21
226 P9/20 L-18/12 | 227 F9/21 L-18/17 | 228 P9/22 L-15/3 229 P9/23 L-15/3
230 F9/24 GIl 4 231 F9/25 GIl'1 232 F9/26 GII 1 233  F9/27 GII 2
234 P9/28 GI 2 235  P9/29 Gl 1 236  P9/30 L-19/4 237 F9/31 GIl 4
238 P9/32 GI3 239  P9/33 GI3 241  P9/35 Gl 4 242 F9/36 GII 3
244  F9/38 GII 7 245  P9/39 GI3 246 F9/40 GII 3 247 P9/41 L-15/10
248 F9/42 GIl 4 249  F9/43 GII 2 250 F9/44 GII 3 252  F9/46 GII 8
253  F9/47 GIl'1 254 P9/48 GI 8 255 F9/49 GIl1 7 258 P10/3 GI 5
259 P10/4 L-18/15 | 260 P10/5 Gl 6 261 P10/6 GI 2 262 P10/7 Gl 4
264 F10/9 GII 3 265 P10/10 GI8 266 P10/11  GI2 267 F10/12 GII 4
268 F10/13 GII5 269 P10/14 GI8 270 F10/15 L-2/3 271  Pl11/1 Gl 4
272  F11/2 GII 6 274 Fl11/4 L-2/3 275 FI11/5 GIl 4 276 F11/6 L-9/31
277 F11/7 GII 8 278 PI11/8 L-20/21 | 280 P11/10 L-12/28 | 281 P11/11  L-12/28
282 F11/12 GII3 283 PI11/13  L-11/14 | 284 P11/14 GI3 285 PI11/15 GI6
286 Fl1/16 GII 4 287 P11/17 GI8 288 F11/18 GII5 289 F11/19 GII2
290 P11/20 L-20/21 | 291 P1121 GIS5 293 F11/23  L-12/14 | 294 P1124 GI4
295 PI11225 GI2 296 Pl1126 GI4 297 F11/27 L-2/3 298 F11/28 GII6
299 F11/29 GII 4 300 F11/30 GII6 301 P11/31 GI1 302 F11/32 GII'1
303 P11/33  GIS 304 F11/34 GII6 305 PI11/35 GI8 306 Pl11/36 GIS5
307 P11/37 GI3 308 P11/38 GI1 309 P11/39 GI8 310 F11/40 GII4
311 Pl11/41  L-7/8 312 Pl1/42 GI7 313 Pl12/1 L-18/12 | 314 FI12/2 GII 2
315 F12/3 GII 6 316 Fl12/4 GIl 4 317 PI12/5 L-14/20 | 318 PI12/6 L-19/3
319 P12/7 L-16/24 | 320 F12/8 L-17/32 | 321 PI12/9 GI3 322 F12/10  L-11/28
323  Pl12/11  GI2 324 F12/12 L-812 325 FI12/13 G2 326 Fl12/14 GII2
327 F12/15 L-12/14 | 328 FI12/16 GII5 329 PI2/17 GI6 330 F12/18 GII5
331 P12/19 GI6 333 Pl12/21 Gl 334 FI12/22 GII6 335 PI12/23 GI4
336 Pl12/24 Gl4 337 P12/25 GI2 338 FI12/26 L-2/3 339 F12/27 L-11/18
340 P12/28 GIl4 341 F12/29 GII3 342 F12/30 GII 8 343 F12/31 L-11/28
344 F12/32 GII8 345  F13/1 L-15/27 | 346 F13/2 L-11/28 | 347 F13/3 GII 3
348 P13/4 GI 8 349 F13/5 L-7/13 350 F13/6 GII 5 351 P13/7 GI3
352 F13/8 GII 2 353 F13/9 GII 7 354 PI13/10 GI1 355 PI13/11 GI7
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N° P/F Loc. N° P/F Loc. N° P/F Loc. N° P/F Loc.
356 F13/12 Gl 4 357 F13/13 Gl 4 358 Fl13/14 GII4 359 PI13/15 GI3
360 F13/16 GII6 361 P13/17 L-11/42 | 362 F13/18 L-15/11 | 363 F13/19 L-17/32
364 F13/20 GII2 365 P13/21 Gl 366 P13/22 GI6 367 F13/23 GII3
369 F13/25 GII3 370 P1326 Gl4 371 PI1327 GI7 372 Pl4/1 L-13/27
373 Pl14/2 GI3 375 Fl14/4 L-8/2 376 Pl14/5 L-12/25 | 377 F14/6 GIl 6
378 P14/7 GI3 379 F14/8 L-5/16 380 P14/9 L-19/3 381 Fl14/10 GII7
383 F14/12 L-7/6 384 F14/13 L-2/3 385 Fl14/14 GII7 386 Fl14/15 L-82
387 Fl4/16 GII2 388 P14/17 GI8 389 P14/18 L-9/39 390 F14/19 GIIS
391 P14/20 GIS 392 P14/21 GI3 393 P14/22 L-20/21 | 394 F14/23 L-13/16
395 P14/24  L-20/21 | 396 F14/25 L-1/22 397 Pl14/26 L-1/23 398 F14/27 L-9/26
399 F14/28 L-13/25 | 400 F14/29 L1-9/26 402 P14/31 GI1 403 P15/1 L-9/39
404 P152 Gl 4 405 P15/3 Gl 6 406 Pl15/4 GI3 407 PI15/5 GI 8
408 F15/6 GII 3 409 P15/7 GI 2 410 PI15/8 L-4/5 412 PI15/10 GI5
413 F15/11  GII5 414 F15/12  L-15/11 | 416 P15/14 GI3 417 PI15/15 GI4
418 P15/16 GI3 419 F15/17 GII 8 420 P15/18 L-18/15 | 421 F15/19 GII7
422 F1520 GII7 423 P1521 GIS5 424 F15/22 GII7 425 P15/23  L-11/39
426 P1524 Gl4 427 P15/25 GI6 428 F1526 GII3 429 F1527 GII8
430 P15/28 L-20/21 | 431 F15/29 L-13/25 | 432 F15/30 L-15/27 | 434 P15/32 GI6
435 F15/33 GII 3 436 Pl6/1 GI3 437 F16/2 GII 5 438 P16/3 L-12/28
439 Ple/4 L-20/21 | 441 P16/6 Gl 4 442 Pl16/7 L-17/28 | 444 P16/9 L-16/22
446 Ple/11  GI2 447 Fl16/12  GII5 448 Fl16/13 GII 4 449 Fl6/14 GII3
450 Ple/15  GI2 451 Ple/16  GI6 452 Fl16/17 GII 4 453 Pl6/18  L-6/11
454 Fl16/19 GII 4 455 F16/20 GII6 456 F16/21 L-17/32 | 457 Pl16/22 GI5
458 F16/23 L-8/2 459 Pl16/24 GIS5 460 Pl6/25 GI1 461 Pl16/26 GI3
462 P16/27 L-19/3 463 F16/28 GII 8 464 F16/29 GII2 465 P16/30 L-8/7
466 Fl16/31 GII6 467 Fl16/32 GII'1 468 F17/1 L-5/16 469 P17/2 GI3
470 F17/3 GIl 4 471 P17/4 GI 5 472 P17/5 GI7 473 F17/6 GII 3
474 F17/7 GII 3 475 F17/8 GII 5 477 P17/10 GI6 478 F17/11 GII 3
479 F17/12 GII 3 480 P17/13  L-19/3 481 P17/14 GI4 482 F17/15 L-11/28
483 P17/16  L-15/32 | 484 F17/17 GII6 485 F17/18 GII 3 486 P17/19  L-15/25
487 F17/20 L-7/6 488 P17/21 GIS5 489 P17/22  L-19/3 490 F17/23 GII6
491 F17/24 GII5 492 F17/25 GII2 493 F1726 GII 8 494 F17/27 L-1/22
495 P17/28 GI6 496 P1729 GI17 497 F17/30  L-15/11 | 498 P17/31 GI5
499 F17/32 GII7 500 F18/1 GII 8 501 PI18/2 Gl 4 502 FI18/3 GII 5
503 PI18/4 L-11/17 | 504 P18/5 GI 8 506 P18/7 L-4/12 507 FI18/8 GII 8
508 PI18/9 a-1/1 509 FI18/10 GII6 510 FI18/11 GII 4 511 PI18/12 GIS5
512 PI18/13 a-15/10 | 513 P18/14 GI4 514 PI1&/15 GI1 515 PI18/16  L-12/9
516 FI18/17 GIIS5 517 PI18/18 GI8 518 FI18/19 GII3 519 PI1820 GI7
520 F18/21 L-14/14 | 521 F19/1 L-8/25 522 P19/2 GI 5 523 P19/3 GI3
524 P19/4 GI 8 525 F19/5 GIl 4 526 P19/3 GI6 527 F19/7 GIl 4
528 F19/8 L-13/6 530 P19/10 GI7 531 F20/1 GII 5 532 P20/2 Gl 4
533 P20/3 Gl 6 534 P20/4 GI3 535 F20/5 GII 1 536 P20/6 L-9/39
537 P20/7 Gl 6 538 P20/8 GI 8 539 F20/9 a-7/13 540 P20/10 GI2
541 F20/11 GII'1 542 P20/12 GI3 543 P20/13 GIS5 544 P20/14 GI8
545 F20/15 GII7 546 F20/16 GII8 547 F20/17 GII6 548 P20/18 GI2
549 F20/19 GII 4 550 P20/20 GI1 551 P20/21 GI6 552 F20/22 GII8
553 P2023 GI7 554 F20/24 GII6 555 P20/25 GI6 556 P20/26  L-20/20
557 P2027 GI6 558 F20/28 GII6 559 F2029 GII8 572 C24/1 a-8/2
578 C27/1 a-8/2 580 C28/1 a-16/1 582 (C29/1 a-7/1 584 C30/1 GI 2
584 C30/1 GII 2 586 C31/1 GI3 588 (C32/1 GI7 592 C34/1 GI 8
592 C34/1 GII 8 594 (C35/1 a-13/4 596 C36/1 GI 8 596 C36/1 GII 8
598 C37/1 GI 8 598 C37/1 GII 8 600 C38/1 Gl 4 600 C38/1 GIl 4
602 C39/1 a-15/24 | 604 C40/1 GII 5 608 C42/1 L-1/17 610 C43/1 a-14/31
612 C44/1 GI1 612 C44/1 GIl'1 614 C45/1 GI 5 614 C45/1 GII 5
616 C46/1 GI 8 616 C46/1 GII 8 618 C47/1 a-5/31 620 C48/1 a-20/5
622 C49/1 L-5/22 622 C49/1 L-5/22 624 C50/1 GI 5 624 C50/1 GII 5
626 C51/1 GI 3 626 C51/1 GII 3 628 (C52/1 GI'1 628 (C52/1 GII 1

99






Anexos

N° P/F Loc. N° P/F Loc. N° P/F Loc. N° P/F Loc.
630 C53/1 GI 8 630 C53/1 GII 8 632 C54/1 GI3 632 C54/1 GII 3
634 (C55/1 GI 5 634 (C55/1 GII 5 636 C56/1 GI 6 638 C57/1 GI 2
638 C57/1 GII 2 640 C58/1 a-5/28 642 C59/1 GI7 642 C59/1 GIl 7
644 C60/1 GI7 644 C60/1 GII 7 646 Col/1 Gl 4 646 Col/1 GII 4
652 Co64/1 a-7/1 654 Co65/1 a-3/13 656 Co66/1 a-17/18 | 658 C67/1 L-5/13
660 Co68/1 GI3 662 C69/1 GI7 662 C69/1 GIl 7 664 C70/1 GII 1
666 C71/1 L-6/22 668 C72/1 GI 8 668 C72/1 GII 8 670 C73/1 L-5/22
672 C74/1 Gl 4 672 C74/1 GIl 4 676 C76/1 GIl 6 678 C77/1 GI7
680 C78/1 a-14/6 682 C79/1 Gl 6 682 C79/1 GIl 6 684 C80/1 GI 5
684 C80/1 GII 5 686 C81/1 GI 1 688 (C82/1 L-11/38 | 690 C83/1 GI 5
690 C83/1 GII 5 692 C84/1 L-12/18 | 694 C85/1 GI 5 694 C85/1 GII 5
696 C86/1 GI 5 696 C86/1 GII 5 700 C88/1 GI 6 700 C88/1 GIl 6
702  C89/1 L-15/2 704  C90/1 a-7/15 706 C91/1 L-16/1 708 C92/1 GI 8
708 C92/1 GII 8 710 C93/1 L-12/13 | 712 C94/1 a-6/16 714  C95/1 Gl 4
714 C95/1 GIl 4 716  C96/1 GI 2 716  C96/1 GII 2 718 C97/1 a-13/23
720 C98/1 L-16/16 | 722 C99/1 GI 8 722 C99/1 GII 8 724 C100/1 GI3
724 C100/1 GII3 726 C101/1 a-20/4 728 C102/1  L-8/7 730 C103/1  a-6/14
732 C104/1  a-5/7 736 C106/1 a-4/3 738 C107/1 GI1 740 C108/1 L-6/15
742 C109/1 GI2 742 C109/1 GII2 744 C110/1 GI7 744 C110/1 GII7
746 Cl111/1 a-1/4 750 C113/1  a-10/6 752 Cl114/1  a-17/29 | 754 CI115/1  a-7/8
756 Cl116/1 GI6 756 Cl16/1 GII6 758 C117/1 GI3 758 C117/1 GII 3
760 C118/1 GI7 760 C118/1 GII7 762 C119/1 GI1 762 C119/1 GII'1
764 C120/1 L-4/10 766 Cl121/1  L-4/6 768 C122/1 GI1 768 C122/1 GII'1
770 C123/1 L-1/17 772 Cl124/1 GIl4 772 Cl124/1 GII 4 774 C125/1 GI7
774 C125/1 GII7 776 C126/1 L-5/16 778 C127/1  a-16/25 780 C128/1 L-8/10
784 C130/1 L-1/17 786 C131/1 GIS5 78 C131/1 GII5 788 C132/1 a-19/4
790 Ci133/1 GI2 790 C133/1 GII2 792 Cl134/1 GI2 792 Cl134/1 GII2
794 C135/1 L-2/12 796 Cl136/1 GI7 798 C137/1 GI5 798 C137/1 GII5
800 CI138/1 a-19/4 802 CI139/1 L-1/20 804 C140/1 L-5/7 806 Cl141/1 L-11/16
808 C142/1 L-6/23 810 C143/1 GI3 810 C143/1 GII3 812 Cl144/1 L-6/30
814 Cl145/1 GI4 814 Cl145/1 G4 818 C147/1  a-9/2 820 C148/1 a-2/16
822 Cl149/1 GI1 822 Cl149/1 GII'1 824 C150/1 L-7/13 826 Cl151/1 GI1
826 CI151/1 GII'l 828 Cl152/1 Gl6 828 Cl152/1 GII6 830 C153/1 GIl1
830 CI153/1 GII'l 832 Cl154/1 L-2/3 834 C155/1 L-18/17 | 836 Cl156/1 L-9/28
838 C157/1 GII6 840 CI158/1 L-2/18 842 C159/1 GI3 842 C159/1 GII3
844 Cl160/1 a-12/19 | 846 Cl61/1 a-15/19 | 848 C162/1 L-15/33 | 850 Cl163/1 L-2/18
852 Cl64/1 a-12/18 | 856 Cl66/1 L-2/3 858 C167/1 a-11/35 860 Cl168/1 L-2/3
862 C169/1 L-7/8 864 C170/1 L-16/28 | 866 Cl171/1 GI2 866 C171/1 GII2
868 C172/1 L-14/21 | 870 C173/1 L-1/12 872 C174/1 L-13/13 | 874 Cl175/1 a-1/19
876 C176/1 L-11/16 | 878 Cl177/1 GI3 878 C177/1 GII3 880 C178/1 a-19/6
882 C179/1 L-11/17 | 884 C180/1 GI8 884 C180/1 GII8 886 Ci181/1 GI7
886 Ci181/1 GII7 888 Cl182/1 L-4/6 890 C183/1 a-6/30 892 Cl184/1 GIS5
892 Cl184/1 GIIS 894 CiI185/1 L-7/9 896 Cl186/1 GI6 896 Cl186/1 GII6
898 CI187/1 L-5/7 900 Ci188/1 L-16/29 | 900 C188/1 L-16/29 | 902 C189/1 L-2/3
904 C190/1 L-11/17 | 906 CI191/1 L-13/21 | 908 C192/1 L-2/3 910 C193/1 L-16/17
912 Cl194/1 L-6/30 914 CI195/1 GI8 914 C195/1 GII8 916 C196/1 L-5/37
918 Cl197/1 L-1/12 920 CI198/1 L-4/10 922 C199/1 GI6 922 C199/1 GII6
924 C200/1 L-3/6 926 C201/1 L-16/2 928 (C202/1 GII8 930 C203/1 L-32
932 C204/1 a-18/8 934 C205/1 L-5/16 936 C206/1 L-9/47 938 (C207/1 L-4/10
940 C208/1 L-4/10 942 C209/1 L-1572 944 C210/1 a-17/2 946 C211/1 L-5/22
948 C212/1 a-5/11 950 C213/1 a-32 952 C214/1 L-2/3 954 C215/1 a-7/9
956 C216/1 L-2/12 958 C217/1 L-12/14 | 960 C218/1 GI4 960 C218/1 GII4
964 (C220/1 GI3 964 (C220/1 GII3 966 C221/1 L-13/25 | 968 (C222/1 L-16/1
970 C223/1 L-4/7 972 C224/1 a-12/25 | 974 (C225/1 L-12/23 | 976 C226/1 L-1/17
978 (C227/1 a-8/2

NUMERO TOTAL de Fragmentos LOCALIZADOS: 765
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Anexo. 6. Caracteres cuantitativos y QTLs detectados en el cruzamiento P1_L x P2 H en
invernadero.

) QTL ) , cv Ne QTL | Total

Carict Media | Min. | Max.
aracter (Cardicter) | | M Ml %) | QTLs | cédigo | R

Dentadura de la hoja (0-5) LS 3.2 0.0 5.0 55.5 6 qLS i 60.45
Circunferencia de la corona cc 70 47 9.6 12.6 | qCC.i 6.30
(cm) -
Muestra de vol d .
"uestra de volumen e LV 288 | 50 | 80.0 | 489 3 gLV i | 29.16
latex (ul) -

de Cauch 1d .
mg dle L-ancho por pl ce RL 021 | 00 | 065 | 4433 4 GRL i | 19.97
Latex -
Peso seco de la raiz (g) RD 6.6 2.1 13.0 34.9 5 qRD i 13.35
% peso tallo-raiz del total SR 324 | 200 | 600 | 25.1 4 gSR i | 39.37
. el
o peso de raiz principal de LR 335 | 120 | 53.0 | 308 2 gLR i | 2927
total -
. -
o peso de raices finas del FR 341 | 140 | 580 | 284 3 qFR i | 15.48
total -
Peso seco de la roseta (g) SD 4.8 0.1 11.1 46.9 3 qSD i 33.61
P la planta total
(ge)so seco de la planta tota D 14 | 29 | 217 | 323 2 qTD i | 23.13
Radio del peso seco de la RA 195 | 055 | 3067 | 14836 ; ; ;
raiz respecto de la hoja
Peso molecular de las
particulas de caucho (x1000 MW 1427.4 | 819.5 | 1863.5 19.6 3 qMW _i 46.15
kDa)
Radio MW/MN Ry 136 | 1.02 | 195 | 153 2 qRwn i | 40.85

Leyenda: Min.: Nimero minimo para ese caracter; Max.: Nimero maximo para ese caracter; CV (%): Coeficiente de
variacion; Total R%: Porcentaje de varianza explicado por la suma de todos los QTLs individuales para ese caracter; q:
Invernadero.
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Anexo.7. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los caracteres cuantitativos analizados en la descendencia de invernadero.

LS
0.035
CcC 0.705 CcC
-0.228* 0.154
Lv 0.013 0.094 Lv
-0.010 0.122 0.337%**
RL 0.914 0.185 0.000 RL
0.152 0.401%** 0.186% 0.224*
RD 0.099 <.0001 0.043 0.014 RD
0.109 0.295* 0.107 0.080 -0.034
SR 0.408 0.022 0.416 0.544 0.799 SR
_ ~ Kk
LR 0.112 0.059 0.162 0.069 0.252 0.467 LR
0.393 0.654 0.215 0.599 0.052 0.000
FR 0.020 -0.322* -0.269* -0.141 -0.248 -0.347%* -0.665%** FR
0.881 0.012 0.038 0.283 0.056 0.007 <.0001
SD -0.042 0.293%* 0.344%** 0.220% 0.305%* -0.044 -0.059 0.085 SD
0.650 0.001 0.000 0.016 0.001 0.739 0.652 0.519
D 0.068 0.430%%* 0.327%%* 0.275%* 0.811%%* -0.048 0.106 -0.086 0.804*%* D
0.465 <.0001 0.000 0.003 <.0001 0.713 0.421 0.513 <.0001
RA 0.086 -0.197* -0.111 0.163 -0.045 0.098 -0.002 -0.073 -0.435%** -0.296** Rwn
0.351 0.031 0.231 0.077 0.626 0.457 0.987 0.580 <.0001 0.001 W
MW 0.01 -0.41* 0.31 0.16 -0.06 -0.28 0.46* -0.23 -0.44* -0.32 0.53
0.97 0.03 0.12 0.42 0.78 0.16 0.02 0.25 0.02 0.10 0.00
Rwn 0.16 -0.41* -0.10 -0.21 -0.18 -0.27 0.11 0.08 -0.33 -0.32 1
0.41 0.03 0.63 0.30 0.38 0.18 0.60 0.68 0.09 0.10 0

Leyenda: El dato numérico en azul representa el coeficiente de correlacion; el p-value esta representado en color verde; ***: <0,001; **: 0,001-0,01; *: 0,01-0,05.
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Anexo. 8. Resultados del analisis QTL en la Poblaciéon: P1_L x P2_H (Invernadero).

Caracter Efecto Desc GL Intervalo R R1 PRL R2
qLS a 1.219 P1 3 E37/M31 _301.45-E43/M41_260.00 5.6 0.0 0.32 9.82
qLS b 1.834 P1 4 E43/M36 317.42-E43/M41 294.02 174 141 0.00 21.36
qLS ¢ 0.847 P2 2 E43/M36 _097.74-E43/M33_169.57 147 147 3.59 4.66
qLS d 1.074 P2 3 E43/M45 243.38-E43/M36_399.08 16.8 168 0.82 5.81
qLS e 1.925 P2 4 E43/M41 424.34-E50/M32 316.12 9.9 9.9 0.00  25.99
qLS f 1.024 P2 4 E50/M42 239.44-E50/M44 075.87 6.2 6.0 2.20 6.40

Total R2: 60.45
qCC a 0.494 P2 6 E50/M44 248.66-E55/M35 209.93 1.7 1.7 1.17 6.30
qLV_a 7.87 P1 3 E37/M43 086.00-E43/M41 266.11 7.1 0.0 1.32 5.90
qLV b 8.935 P1 4 E50/M40 063.86-E50/M34 339.61 5.7 1.2 0.79 7.93
qLV ¢ 12.486 P2 8 E43/M36 543.06-E50/M45 173.88 6.1 1.7 0.00 17.37

Total R2: 29.16
qRL a 0.052 P1 6 E55/M35 288.89-E37/M35 429.56 3.5 0.4 3.46 4.94
qRL b 0.052 P2 2 E43/M36_097.74-E43/M33 169.57 147 113 1.60 591
qRL ¢ 0.047 P2 3 E43/M33 271.55-E50/M37_469.84 5.3 0.0 2.52 5.06
qRL d 0.054 P2 8 E50/M45 173.88-E37/M34 223.66 5.3 5.3 0.79 6.39

Total R2: 19.97
gqRD a 1.354 P1 1 E55/M35 246.73-E43/M33 493.25 7.8 4.5 0.95 7.15
qRD b 1.168 P1 1 E50/M42 359.15-E37/M43 068.90 128 0.0 3.20 3.87
qRD ¢ 1.233 P1 4 E43/M41 294.02-E43/M34 126.29 5.1 0.0 2.24 5.81
qRD _d 1.315 P2 2 E50/M34 203.27-E50/M42_524.74 2.7 2.7 0.98 6.47
qRD e 1.212 P2 8 E50/M45 _080.15-E50/M32_092.42 43 4.0 1.82 5.81

Total R2: 13.35
qSR a 5.25 P1 5 E37/M35_150.90-E37/M34 065.65 140 0.0 2.90 7.01
qSR b 6.911 P1 6 E55/M35_120.08-E43/M41 058.43 2.3 0.0 1.81  15.07
qSR ¢ 7.442 P2 2 E50/M44 277.64-E50/M37 312.23 1.7 1.7 0.21  16.10
qSR d 6.85 P2 5 E55/M35_059.81-E50/M45 294.35 122 0.0 2.50 9.34

Total R2: 39.37
qLR a 8.229 P1 6 E43/M41 058.43-E43/M45 121.61 9.8 9.8 291  12.24
qLR b 11.631 P2 2 E43/M36_055.58-E37/M31_365.84 8.0 2.8 0.29  20.17

Total R2: 29.27
qFR a 6.472 P1 2 E50/M40 096.03-E37/M34 207.30 5.1 0.0 3.42 8.61
qFR b 8.223 P1 3 E43/M41 266.11-E50/M42_402.96 5.4 5.4 0.27 12.76
qFR ¢ 6.467 P2 E37/M31 _423.38-E50/M34 462.81 5.5 5.5 3.75 6.63

Total R2: 15.48
qSD_a 1.513 P2 3 E43/M33 167.33-E43/M36_143.53 8.2 0.0 0.17 9.30
qSD_b 1.297 P2 5 E43/M36_051.93-E43/M36 _184.08 7.5 7.5 4.65 5.06
qSD ¢ 1.765 P2 8 E37/M31 _423.38-E50/M34 462.81 2.8 0.0 0.03 11.45

Total R2: 33.61
qTD_a 2.315 P2 E43/M33 167.33-E43/M36_143.53 8.2 0.0 0.33 8.25
qTD b 2.706 P2 E50/M45_080.15-E50/M32_092.42 4.3 1.7 0.05 11.92

Total R2: 23.13

qMW _a 295.7 P1 1 E55/M35 246.73-E43/M33 493.25 7.4 7.4 1.96 17.08

qMW _b 308.6 P2 2 E50/M34 203.27-E50/M42_524.74 3.8 0.4 1.70  26.07

qMW ¢ 434.6 P1 4 E50/M40 142.23-E43/M33 098.51 143 75 0.56  40.82

Total R2: 46.15
qR,, 2 0.23 P1 1 E50/M37 314.00-E43/M41 223.08 7.7 0.4 2.59 2239
qR,, b 0.35 P1 4 E50/M44 161.95-E43/M33 122.63 0.0 0.0 1.48 27.80

Total R2: 40.85

N° total de QTLs: 38

Leyenda: Desc: Progenitor; GL: Grupo de ligamiento; Intervalo: Intervalo del marcador que contiene QTL; R:
Distancia total del intervalo en el mapa integrado; R1: Distancia con respecto al marcador de la izquierda en el mapa
integrado; PRL: Probabilidad de error que descarta la inexistencia de un QTL; R2: Porcentaje de varianza explicado
por la suma de todos los QTLs individuales para ese caracter. Los QTLs se nombraron segun el caracter que les
influia (ver tabla 4.2.1.1.a).
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Anexo. 9. Caracteristicas de cada uno de los marcadores COS utilizados para la construccion de los mapas genéticos. Marcadores COS identificados
a partir de ESTs de lechuga y girasol y secuencias genémicas de Arabidopsis. Las columnas indican el nombre del marcador, el nimero de EST, la
secuencia del primer forward y reverse, el tamafio medio del producto en las Asteraceae y el nimero de repeticiones.

Nombre EST Primer Forward Primer Reverse Tamaifio medio en Repeticiones
Locus Asteraceae
A19 At2¢21330 | CTAGAGAACACSGARGCTAACCG TGGCGAAACGRGCACCYTGTTGG 418.8 8
A25 At2g45740 | TTGCATGSTCTTATCAGTCC GAAGABCCCATCCARCAGAAGAG 400.0 8
A27 At3g19900 | CTTGCAWTGAATGTCATGTGGAAG GCTCCCCARCATTTCA 307.1 7
B12 At3g55800 | CAAGTGGCTGCAGCCATGGG ACATCRGGMACCATTCCWCCGGTGT 400.0 7
C06 At1g08200 | GATGCYATYGAAGCTGTYCTTTTGA CCTBRGTCATCATTTCAGCWAGYTG 250.0 8
C29 At3g10950 | AGCARATCAAGAARATGGAAGTSAG GTGTATGCACCSCCTGCTTT 243.8 8
D05 At3g52580 | TGCWGCTATGCTTGCRGCACA CGACCAATYTTCATSCCAGAACG 262.5 8

Anexo. 10. Caracteristicas del marcador SSR utilizado para la construccion de los mapas genéticos. Marcadores SSRs identificados a partir de ESTs
de L. sativa y L. serriola. Las columnas indican el nombre del marcador, el nimero de EST o Contig en el CGPDB, la secuencia del primer forward y
reverse, los motivos esperados y las repeticiones de L. sativa cv. "Salinas" y la accesion L. serriola "UC96US23", el rango del tamaiio del alelo, el
polimorfismo del marcador medido como heterocigosidad (UHe) y el numero de alelos diferentes (/Va), el nombre del marcador EST en el CGPDB, y
la posicion de marcador en el mapa de ligamiento molecular indicado por el nimero del grupo de ligamiento y la distancia en centi Morgan (entre

paréntesis).
. . . Motivo esperado y repeticiones” | Tamafo Polimorfismo Marcador EST en el GL (cM) en el
M d EST/Cont S P
arcacor ontie cetiencias Frimer “Salinas” | “UC96US23” alelo | UHe | Na CGPDB CGPDB
F: ACCTCCTCCGTCACCAAGT
SML-038 Cntg-4846 R: TCGCAAATTTTCTTGCCTTT (CCA))4 (CCA)5 202-208 0.51 3 M1553 5@39)

# Se abrevio el nimero Contig a “Cntg-####" de “QG_CA_Contigh###” que se utiliza en el CGPDB.
® E] motivo esperado y el nimero de repeticiones se basaron en los datos ESTs disponibles en el CGPDB. El asterisco después del motivo indica que la repeticién es imperfecta.
¢ La posicion del marcador se baso en el mapa de ligamiento del CGPDB de Junio de 2005 — JoinMap Round 2 (MAP 2 JMR?2).
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Anexo. 11. Caracteristicas de cada uno de los marcadores EST-SSRs utilizados para la construccion de los mapas genéticos. Marcadores SSRs
identificados a partir de ESTs de Taraxacum officinalis. Las columnas indican el nombre del marcador EST-SSR, el nimero de EST o Contig, el

tamaiio del alelo, 1a secuencia del primer forward y reverse y el motivo repetido.

Marcador Origen secuencia Tamaiio Primer Forward Primer Reverse Motly 0
alelo repetido
TC6 CTOX13028.b1_HI8.abl 157 CCTCCGGATGCTGCTACTAC GATTTTAGTGTCGGGCAGGA (TGG)8
TC8 CTOX2895.b1 MO04.abl 267 GCATAAAATGGGAGAAGGCA | GATTTTAGTGTCGGGCAGGA (TGG)8
TC13 CTOY10260.b1 G22.abl 258 CATTAATGAGAAGGGCGGAA | TTCGATCTTGCATCTCCTCA (GAA)14
TCl14 CTOX1362.b1_C06.abl 207 CAGCTGCTTCCGACTCTGAT CTTTCTCGTCAATTGGTGGC (GAA)11
TCI16 CTOY12295.b1 MOl.abl 291 CTGCAGTCAGAAACAACCGA | TTGAATGTCCGTTTTGGTCA (AGA)11
TCI19 CTOY16062.b1 LO08.abl 223 TAAAAGTAACCGGCACCCAC | GAAAGCATTGGGTTTGGAGA (GAA)10
TC22 CTOX15864.b2 P05.abl 256 AAGCATAGCTTGGGGAAAGG | TGTGTCATCTTCATGGGTCAA (GAA)11
TC25 CTOY16815.b1 NO4.abl 202 ATTGCGTTCCTCCATAGCC GCTCATTCCTCTGTTCTGCC (CTD11
TC26 CTOY6705.b1 B21.abl 179 TAATGGCCATCATCAGCAAA | TACGGGATCCCTTCTGTGTC (GAA)11
TC27 CTOY16332.b1 G04.abl 250 AACGAGTCCACCAAGACACC | GCTACAAAAGCTTTGATCCCC (CTD)10
TC28 CTOY9502.b1 K24.abl 225 TCAAGCATTAGCGACAGCAC | ACAAAAGGCAGGCTTCATTG (ATG)11
TC29 CT0Z2149.b1 110.abl 250 TGAGCTTAGCCATTGTGTCG TGACACTTTCCACCCATCAA (GAA)11
TC31 CTOY14088.b1 Ol18.abl 122 CAAGAATTGAGCGCATGAAA | AAGCATGGCAAATAAGCTGG (TCA)16
TC32 CTOY6345.b1 A04.abl 272 GAAGACCACCTAGGCCTCAA | ACGTCCACGTTCATTTGACA (AAT)12
TC38 CTOX4156.b1 HO08.abl 278 GAGATTGTCGCAAAGAAGGC | GGGGGCTGGTTTATTAGTCC (GAA)9
TC41 CTOX6656.b1 P07.abl 248 ACGTTCAACCTTCGCAACTC GGCAAACAAACACCGAGAAT (CT)22
TC42 CTOX3406.b1 L12.abl 209 GGATCGAATACATCCCCAAA | TGCGAACCTATGAATCCTCC (AG)21
TC45 CTOY15765.b1 105.abl 225 GGACTCCCACTTGCACACTT TTTGCGACTGAGGTCTCCTT (CT)21
TC46 CTOX3118.bl Kll.abl 206 AGCGCATGTGTGTTTGTCTC GCCACATGGCAGACTTTGTA (CTH19
TC49 CTOY12359.b1 Ml7.abl 274 GCACCCATTTGGCTATTGTC TCAGTGGGGAACTTGTTGCT (CTH18
TC50 CTOY4713.b1 B03.abl 241 GGGGATCAGTCTGCCCAT ACCCTCCTTCTTCCTCGAAA (TO)18
TC60 CTOX20584.b1 0O10.abl 208 GGGATTCGAGATCAGATGGA | AACAAACAAATGGAGCCCAA (AG)15
TC61 CTOX21360.b1 Ol12.abl 280 GTTTTTCCTCTGCCATTTGC TAGCACACCCAGATCCCTTT (TO)15
TC66 CTOZ5866.b1 D03.abl 300 TCCAGACCCATTTTCCAAAG CGCCATGGATTTTGATTCTT (CTD10
TC69 CTOY541.b1 J15.abl 252 CGTTTCTTGTGGGACTCTCC CACGAATTGGAAGGTGGAAT (ChH17
TC71 CTOY7144.b1 0O10.abl 293 AGCGATTACGGCTAACCCTT CCCTGGAGTTCAATTTCCAA (TC)14
TC73 CTOZ6139.b1 F24.abl 195 AGAGGCTTAGGATCCCCAAA | CAGAACAACAGAGCCAACCA (TG)14
TC77 CTOY6581.bl I13.abl 158 ACACCCTTGCAGCAGTATCC CGACCTTGACGGAGTATGGT (CA)13
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Marcador Origen secuencia Tamaiio Primer Forward Primer Reverse Motl.v 0
alelo repetido

TC79 CTOX1466.b1 DO08.abl 245 GGGACAGACGCATCATTCTT | GAGTGACCTGGTGACAGCAA (AT)12

TC80 CTOX3167.b1 M23.abl 232 ATCCCTCAGCATCACTTTCC GAGGCCATCGGATGATAAGA (CTH12

TC82 CTOX10820.b1 Gl17.abl 222 AATGTCCATCACCCTCGTTG AGTCGTAATGGCGAAACAGG (ChOH11

TC83 CTOY?2493.b1 J23.abl 173 GAATCCCGCAGGTGAAGTAA | GGCCCTGAAATCATTAGCAA (AG)25

TC84 CT0X21042.b2 D06.abl 190 GCCACCATCCCACAAAAATA | TCATGTCACAGATGCACGAA (TC)19
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Anexo. 12. Caracteristicas de cada uno de los marcadores COS, SSR y EST-SSR que no se han mapeado.

Anexo. 12.a. Marcadores COS identificados a partir de ESTs de lechuga y girasol y secuencias genémicas de Arabidopsis. Las columnas indican el
nombre del marcador, el nimero de EST, la secuencia del primer forward y reverse, el tamafio medio del producto en las Asteraceae y el nimero de

repeticiones.
Nombre EST Primer Forward Primer Reverse Tamafio medio en Repeticiones
Locus Asteraceae
A01 At3g09200 | GGCAACACYGGTCTCGAYCCATC GGCCTGATGCCAAGYTTGGC 283.3 6
A02 At3g47370 | AGAATGCCMACYAAGGTTCTT TCAACACCRGGYTCAATGGTG 381.3 8
A03 At3g05070 | AGSAGCTTCARGAKGGTAAACTWGC TTTCRAGCTTATCAAGYTTCYTCTG 266.7 6
A04 At1g09340 | TCAGCYGGTGTTTAYCTKAAATCYGA TGGAAAAACCATTCTTCSACRGGGTTG 350.0 8
A05 At2g31200 | CCTGADAATGAYTGCAGATACGC TAGGRTCRGTWGCTTGAATCTCRTA 420.8 6
A06 At2g27600 | CTCTGCGATTGTTMGRGAGAAACC AGAGTCWGCTTCAGTKGCAACAGC 716.7 6
A07 At2g26670 | AGAARGATCCWCAAGCATTYATTTGTC | ACAATGRTTCTTYTCYTCTCTAGTCC 691.7 6
A08 At3223730 | TCCGGGTCGGGTTTTAARTCCAAG TGTTGYTCTCTGTTTCCTTTKCCTTGAG 541.7 6
A09 At3g22750 | GRGCTTGTTGTGTYGTDGTGGRGTA AGCAACHCCAAAATCAGCAATCTT 391.7 6
Al10 At3g19450 | CCYACTCAAGGTGGCTTCGCCG ACATGRTGTCCCATBGCTTTRGCTA 3143 7
A28 At1g79230 | GYGCTCTYTTCTTTGATKTRGATGG CATCTTTGTTWTCAATWCCAAGAGCAG 440.0 5
A33 A12g24765 | CATACTGGMGATGCTATTTYCCRAATAC | ATSAGAACMACMGCACCTTTCAAYTC 250.0 8
A39 At2g28315 | ACTAGTTGGCATYTRATGGTAACA GCCRACAAAATTGAGCTGAAGATC 525.0 8
B07 At4g27700 | AGAAAAYARCTTTGTGATTCTTGATG GAWGARCAAGCTACTATRATCTTTG 400.0 4
B27 At4g33250 | AAGGCTCTTATGGCHATGCC CGGTTYTTRGCWGCTTCATCCCARAACTG 437.5 8
C01 At5g10780 | AGYCGYCAAAAGAAAGAYGCDGAAGC | TCCAGCCATCCACATCATRAAMCCCATC 100.0 8
C32 At4g09800 | GCTCTTGACATGAAGYTKAGAGATG ACACCAACAGTCTTTCCYCTGCG 475.0 8
D22 At4g02060 | CGHAGAACTCCAGCTGAA GCTTCTTCTTGCCTGATGCT 400.0 7
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Anexo. 12.b. Marcadores COS identificados a partir de ESTs de L. salinas y L. serriola. Las columnas indican el nombre del marcador EST en el
CGPDB, el nimero de EST o Contig en el CGPDB, la posicion de marcador en el mapa de ligamiento molecular indicado por la distancia en centi
Morgan, el grupo de ligamiento y la secuencia del primer forward y reverse.

Marcador Origen secuencia Posicion (¢cM) | GL Primer Forward Primer Reverse
LE3023 QGF13H13.yg.abl 50.81 2 | CGACCCTACATGGCTGAACT TGGTACACCTTCCCATTCGT
LE9037 QGD7020.yg.ab1 136.31 2 | TGGTCTATCTCTACCTAAGGATGC CTGAACTCACAATGTTGAGACTAG
LE9251 QG CA Contigl410 55.57 5 | CATAAGAGCCTTTAAGTTTGACAT GTTGATGTATGTACGGTAGATGTCG
LE3007 QG _CA Contig6178 70.50 3 | TCCGTCTCTATTGGGTTTCCT CTCTGGCCTTGCTTGTGATAG
LE9033 QGF23Gl16.yg.abl 95.80 4 | TCAATTGTGAAGTTAGATTCACCAG CACTAAGGATTGTTAAACCATCTAG
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Anexo. 12.c. Marcadores SSRs identificados a partir de ESTs de L. sativa y L. serriola. Las columnas indican el nombre del marcador, el nimero de
EST o Contig en el CGPDB, la secuencia del primer forward y reverse, los motivos esperados y las repeticiones de L. sativa cv. "Salinas" y la
accesion L. serriola "UC96US23", el rango del tamaiio del alelo, el polimorfismo del marcador medido como heterocigosidad (UHe) y el nimero de
alelos diferentes (/Va), el nombre del marcador EST en el CGPDB, y la posicion de marcador en el mapa de ligamiento molecular indicado por el
namero del grupo de ligamiento y la distancia en centi Morgan (entre paréntesis).

Motivo esperado y repeticiones "

Tamaiio

Polimorfismo

Marcador EST en el

GL (cM) en el

Marcador | EST/Contig " Secuencias Primer “Salinas® | “UC96US23” alelo UHe | Na CGPDB CGPDB ¢
SML-023 | Cntg-1326 E:: 1’;&%%1(:{5 CC :{fggfﬁ:j ng R (GGGTT)2 (GGGTT)1 215230 | 011 | 4 LE1002 6 (67)
SML-026 | Cntg-2481 E:: ?gfggﬁﬁgiﬁ&&g A (GAA)I1 (GAA6 179224 | 042 | 6 LE3093 2(72)
SML-027 | Cntg-2531 E:: ?Egﬁigégizi%%%mi% (‘?TT(}GS;Z (‘(ATTGGG()}? 223239 | 010 | 3 M1670 9(2)
SML-031 | Cntg-2929 E:: ‘éigéggéfgggTGTGTT&GTTc N (TGG)4 (TGG)s 335338 | 025 | 2 LE1009 4(0)
SML-033 | Cntg-3570 E:: ‘é‘ééﬁiigg?gég&cgg CTCG (GTGA)3 (GTGA)4 220248 | 018 | 6 LE1169 6 (44)
SML-034 |  Cntg-4282 E:: ﬁ?éi?gggfggjfﬁﬁg&? (GCA)S (GCAY 347350 | 022 | 2 LE3129 9.(95)
SML-037 | Cntg-4499 E:: TATGT(:TGTEE%TATTTCGTEEST(:%T& (AAC)3 (AAC)2 218236 | 012 | 4 LE1019 9(89)
SML-044 |  Cntg-710 E:: E%&%i%%%gﬁii’g%ﬂ? (T)9 (A)10* (T)8 (A)3 213228 | 032 | 3 LE3180 7(78)
SML-054 |  Cntg-3649 E:: ii‘:&ii%‘fgf?éﬂ:%ﬁig GAA (TA)3 (TA) 264270 | 080 | 3 LE1172 3091)

# Se abrevio el namero Contig a “Cntg-####" de “QG_CA_Contig###” que se utiliza en el CGPDB.
® El motivo esperado y el namero de repeticiones se basaron en los datos ESTs disponibles en el CGPDB. El asterisco después del motivo indica que la repeticién es imperfecta.
¢ La posicion del marcador se baso en el mapa de ligamiento del CGPDB de Junio de 2005 — JoinMap Round 2 (MAP 2 JMR?2).
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Anexo. 12.d. Grupos de ligamiento, heterocigosidades (H), nimero de alelos (n,), longitudes maxima y minima de alelos (L), frecuencias de alelos
nulos (fy), concentracion de los cebadores (pmol), secuencias del primer forward y reverse y motivo repetido de 17 marcadores SSRs de girasol.

Marcador SSR | GL H 4 min [L], max [L] fx | pmol Primer Forward Primer Reverse Motivo repetido
ORS307 14 | 0.538 | 3 114, 136 0.00 8 CAGTTCCCTGAAACCAATTCA GCAGTAGAAGATGACGGGATG (AT)8(GT)12
ORS309 4 | 0486 | 2 121, 130 0.00 10 | CATTTGGATGGAGCCACTTT GATGAAGATGGGGAATTTGTG (A)19
ORS342 2 | 0601 | 3 308, 341 0.00 8 TGTTCATCAGGTTTGTCTCCA CACCAGCATAGCCATTCAAA (G110
ORS437 10 | 0.684 4 334, 348 0.00 10 GACGTCTTCACAGTTCAAATAACG GCATCGACTCTGTTCTTCTCG (AC)13
ORS483 6 0.486 2 270,272 0.00 6 CCGAACAACAATCTCCACAA GGTTTAGGTGTCGCATCACA (GT)15
ORS543 1 0.712 5 244,268 0.00 8 CCAAGTTTCAGTTACAATCCATGA GGTCATTAGGAGTTTGGGATCA (CT)23
ORS665 3 0.684 5 272,295 0.00 8 GCACATGAGGTATGGATCTCCT TGCAAATACAACTCGGGAAA (AG)15
ORS687 15 | 0.545 3 165, 171 0.00 8 ACCGTTACACTTATTGGTTATTTCATT | GGGGTTTGTTGTTCTGTTTTG (CT)14
ORS735 17 | 0.663 5 359, 373 0.00 6 TGCTAACCTGAAACCCCATC ACTGAAAAAACAGAACAAGGAGGT (AG)17
ORS750 16 | 0.678 | 3 328, 344 0.00 10 | TCCATACCCACTGGCTGGAT TGGAAGGATACTCTTTGCGTTG (AG)19
ORS778 12 | 0455 | 2 380, 384 0.00 10 | CAACCAATCAATCCCACAAA TGTTCACGCTTACACACATAATTG (AG)11
ORS844 9 | 0741 | 4 285, 309 0.00 6 ACGATGCAAAGAATATACTGCAC CATGTTTAATAGGTTTTAATTCTAGGG (AO)17

ORS1024 5 10778 | 6 216, 234 0.00 8 GGGAAGTGGGCTTGTCTATGTAT AACACACCGAAATCACCTATGAA (AG)22
ORS1041 7 10715 | 5 276, 284 0.00 6 AAACAAACCTTAATGGGGTCGTA ATATTGGCTGGTTGATGCTGAT (CT19
ORS1146 11 | 0.618 | 4 346, 383 0.00 8 GGCTCATCACTTGCATCTATTGT TGAAGACACCATCTCCAATGC (AG)15
ORSI1161 8 0.521 5 226, 235 0.00 8 CAACTACGTCACGATACTCGCC GGAGCTGAAGCTGAAGACAAATC (CMH17
ORS1179 13 | 0.517 3 317, 320 0.08 10 GATTCGGAGCTGTTAGGAGGTAG AAACGGGAAGCAAGAATAGAACA (AG)18
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Anexo. 12.e. Marcadores SSRs identificados a partir de ESTs de Taraxacum officinalis. Las columnas indican el nombre del marcador EST-SSR, el
nimero de EST o Contig, el tamafio del alelo, la secuencia del primer forward y reverse y el motivo repetido.

Marcador Origen secuencia Tamano Primer Forward Primer Reverse Motly 0
alelo repetido
TC1 CTOZ5807.b1 Mll.abl 162 CTGATTGTTTGGTTTGTGCG GATTTTAGTGTCGGGCAGGA (TGG)8
TC2 CTOX19837.b1 116.abl 235 CTCCCAGACTCTTCAGCACC TTCATTTCGTTGACGATCCA (CCA)6
TC3 CTOY2052.b1 H09.abl 259 GGTGCTTCTGAGCTTTTGCT AACAGGTGCTTTAACGGGTG (CAO)6
TC4 CTOX15289.b1 B08.abl 267 ATCCTAGAACGGCGACTCCT ACCCCACTGTACGCAGAAAG (AGA)6
TCS CTOX18135.b1 M21.abl 142 ATGCCAACTCCAAACCAGAC | GACGTAATCCTGGCACTGGT (CAC)5
TC7 CTOX2872.b1 P21.abl 291 GAAGCACAACAGCAACAGGA | TGAGAACGGCTCAAGAAGGT (GAA)8
TC9 CTOX6666.b1 D11.abl 196 TACGATTGCCAAAAGAAGCC | GATTTTAGTGTCGGGCAGGA (TGG)8
TC10 CTOX18729.b2 B04.abl 173 ATGATTGGAAGCGTTGAACC TAGGATGTGGTGGAGCTGGT (CCA)Y7
TC11 CTOX13045.b1 J22.abl 261 CGTCTTACGTGAAGCAACGA | CAGAAGCGTGAAGTGCAGAC (CTT)18
TC12 CTOYS8308.b1 Gl4.abl 296 GGCAAGCAATTGACAATGAA | AATTGTGCGATGGAGGGTAG (TTO)15
TC15 CTOY10102.b1 LO05.abl 158 CGGGATGGCAACCTCTTT TTGCCCAATAGACCACCAAT (TO)11
TC17 CTOY17001.b1 B03.abl 218 TCGGGATGGATACACTGACA | GCACTACCACCTACTCCCCA (GAG)11
TC18 CTOYS8178.b1 DO05.abl 179 ACCACTATGCCCTCAAGCAC CAAGAGGTTAACGGGTCCAA (CCA)11
TC20 CTOZ5155.b1 F17.abl 165 GCCTTCGGTTCAACATGAAT TCAAAACTGCCAACATCGAA (GAT)10
TC21 CTOY7019.b1 F03.abl 244 AACTGTTCCTGGAGAAGCCA | CAAGCTCTTTGGCGAACTCT (ATG)11
TC23 CTOX17822.b1 L15.abl 264 GCCTGAGGAAAAGAAGAGGG | GGGCTATTTATCGGGTTTGA (GAD11
TC24 CTOY11228.b1 G23.abl 286 GACACGCCCATTTTGGTAAG ATGCTGTCATTCGTTCCACA (TCD11
TC30 CTOX5018.b1 C07.abl 245 GCCCGTGAGAAGCTAGAAGA | TTTTCTTGGATTTGTTCGGC (GAA)10
TC33 CTOX1131.b1 F20.abl 152 CGGGGACAAATCCTCTAGC GGTTCACCGTGTCACTAGCA (AGA)11
TC34 CTOY16350.b1 KO08.abl 260 AAAGCCGATCATGTTGCTTC ACTGTCCAATTGCAGCACAG (CTT)10
TC35 CTOY9350.b1 L09.abl 280 ATGGCAGCTTTCTGTCCAGT CGAATTGGTGAAAAGAACCG (CTT)10
TC36 CTOX18095.b1 M11.abl 213 AAGCAGACGATTCACATCCC | TTTGACGTTATCGCCCCTAC (ATG)9
TC37 CTOX22367.b1 M23.abl 215 GCAATAGAGACAGCCAACCC | TACCGTGAGCATTGAAGCAG (AGA)9
TC39 CTOY12186.b1 C24.abl 222 AAGTCGGAAAGAACACCCCT | TTAAGGCTTCCGGAGTAGCA (TAC)9
TC40 CTOY4029.b1 J23.abl 160 GATCTCGACCTTTGGATGGA TTTCCCCAACCGATAAAACA (TAA)9
TC43 CTOY15841.b1 BO1.abl 293 AGAAAGAGAAAGGCGAAGGG | AAGGGCAAAAAGGAAGGAGA (GA)21
TC44 CTOX10565.b1 102.abl 292 CACACGGTGGACTCAAGAAA | TCCGACAGCCCTTTAATGAT (TC)20
TC47 CTOY14348.b1 Hll.abl 212 AAATCTTGCACCACAGGTCC ATACCTGGCCCCAATTCTCT (TO)19
TC48 CTOY10472.b1 PO1.abl 213 CTGACGATGATGATGATGGC | AAGATGAGGATCCCCCAAAC (TO)18
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Marcador Origen secuencia Tamano Primer Forward Primer Reverse Motly 0
alelo repetido
TCS1 CTOX16123.b2 F24.abl 296 CGCCCAATCTTCGTTAAGAG ATTCTGCCCTAAACCCCAAA (GA)17
TCS52 CTOY15494.b1 L09.abl 228 AATCCATCTTTGTTGGCAGC ACGTTGTGGATCAACGTCAA (CD17
TCS53 CTOY4904.b1 P02.abl 214 CGCCTCCATCTCACTCAAAC AGGAGTATATGACGGCGTGG (CD17
TC54 CTOX13472.b1 0O07.abl 217 GTCAAAGGACAGGATGGGAA | TGCATGTGTGTGTGTGTGTG (TO)16
TC55 CTOX844.b1 G19.abl 184 GGGCTTCAGGCACATACG TTCTCCATGGCTAATCCCAG (GA)16
TC56 CTOY2219.b1 F04.abl 279 GTAACCCCTTCAAACCCCTC TGCAATTGTTTGAGAGCACC (CT)16
TC57 CTOY9300.b1 G21.abl 294 GCGGGGGATCCCATT TCGATTGGGTGGTTCTCTTC (TO)16
TC58 CTOX12095.b1 N23.abl 269 ACGTTAGCTGTTCGTGCCTT TCGAATTGCAGAAATAGGGG (CTH15
TC59 CTOX17553.b1 A22.abl 218 CATCCACTCTCGAGCAATCA GTTTCCGATCACGTTCCTGT (AG)15
TC62 CTOY4099.b1 El8.abl 170 CGGGGGCTCTCTCTTTATTT TGGAATCGCTGACTCTTGTG (TO)15
TC63 CTOYS8251.b1 F23.abl 280 GGTCCCCATTTGTGATTTTG TTTGTGTGGTCCGTTGAAGA (GA)15
TC64 CTOX10454.b1 K21.abl 291 AGAAAAAGGCCATGTGCATC | CCTTTAGGGTCGGCAAAAAT (CD)14
TC65 CTOY13783.b1 N14.abl 125 TCCATCCATGGCGACTTATT TGTGGGATTGGTTTTGGATT (TTO)13
TC67 CTOY5074.b1 C21.abl 250 TCTACGCTCCACATCCCTTC GTTGGGTTTTTGTTAGGGCA (TO)18
TC68 CTOX1070.b1 L04.abl 225 GGCGGGGATATCTCAGTCTA GCGGTAAAGGTTTCCATCAA (CD17
TC70 CTOX21376.b1 O16.abl 199 CGATCACCACCATTTCCTCT TGATGAAACGCAAGTACCCA (CT)14
TC72 CTOY9753.b1 B15.abl 295 CGGGGAGTTGAGAGTGAGAC | GAGTGTGGTTCCTCGGATGT (CT)14
TC74 CTOX19900.b1 HO08.abl 299 TCATCCACCGTTCACTACCA TGATTTCGTGCCCATTGATA (CTH13
TC75 CTOY16997.b1 JO1.abl 143 CTTCTCATCACCATCCCCAC GGCATTGATGCGAAAGAAAT (CTH13
TC76 CTOY4329.b1 B03.abl 189 GGATGGAGGTGCTGTACGTT TTCGAGAGCTAAGGATCCCA (TO)13
TC78 CTOX12491.b1 E04.abl 290 CCCAGACCCACTTGCTTTTA GTTCAACATCGAGCAGACGA (TO)12
TCS81 CTOY10374.b1 KOI.abl 215 CAAGAGCTGACGATGATGGA | GATGATTGGGGTGTAGGTGG (CD)12
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Anexo.13. Funciones de los EST-SSRs utilizados en la construccion del mapa de ligamiento genético.

Banda Secuencia Accession Description Function Max | Total | Query E value M ax
score | score | coverage ident
TC6 | CTOX13028.b1 H18.abl - - - - - - - -
Art v 1, the major pollen allergen of
the composite plant mugwort
(Artemisia  vulgaris) has  been
identified recently as a thionin-like
protein with a bulky arabinogalactan-
protein moiety. A close relative of
Ambrosia  artemisiifolia | mugwort, ragweed (Ambrosia
mRNA  for ragweed | artemisiifolia) is an important allergen
CTOX2895.b1 M04.abl FN689708.1 homologue of Art v 1 | source in North America, and, since | 104 104 29% le-18 70%
precursor (rhal gene), | 1990, ragweed has become a growing
isoform 4b health concern in Europe as well.
TC8 Weed  pollen-sensitized  patients
demonstrated IgE reactivity to a
ragweed pollen protein of apparently
29-31 kDa. This reaction could be
inhibited by the mugwort allergen Art
v
CTOX2895.b1 MO04.abl X53375.1 rsn‘ggkoer anther-specific | » i er specific protein SF18" 102 | 102 29% 4e-18 | 71%
TSA: Artemisia annua
strain Artemis | Loci affecting yield of the antimalarial
CTOX2895.b1 M04.abl EZ187183.1 Contig740.Aml  mRNA | drug artemisiiin 69.8 | 69.8 35% 2e-08 67%
sequence
TSA: Artemisia annua
strain Artemis | Loci affecting yield of the antimalarial
CTOY10260.b1 G22.abl EZ214541.1 Contigl 1552.Aylt mRNA | drug artemisinin 679 679 90% 0.0 76%
sequence
TCl3 PAB933E09_02409 . .
Parthenium __ argentatum xpression of genes gnd protems'for
CTOY10260.b1_G22.abl GW777981.1 cold  acclimated  bark rubber synthesis in Parthenium | 637 637 73% 2e-179 | 81%
<DNA argentatum (guayule)
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library (PAB) Parthenium
argentatum cDNA clone
PAB933E09,

mRNA sequence.

TC14 | CTOX1362.b1 C06.abl - - - - - - - -

TSA: Artemisia annua
strain Artemis | Loci affecting yield of the antimalarial
Contigl078.Aylt mRNA | drug artemisinin

sequence

N
(O8]
S

230 38% le-56 73%

CTOY12295.b1_MO1.abl EZ204067.1

Arabidopsis thaliana
transducin family protein /
WD-40 repeat

family protein
(AT5G49430) mRNA,
complete cds

TC16

CTOY12295.b1 MO01.abl NM_124320.2

—_
\O

Nucleotide binding 109 22% 3e-20 71%

TSA: Artemisia annua
strain Artemis | Loci affecting yield of the antimalarial
Contig27597.Aylt mRNA | drug artemisinin =
TC19 sequence

CTOY16062.b1_L08.abl EZ230586.1

[\
[oe]

365 41% 6e-68 81%

Zea mays clone 331582
CTOY16062.b1 L08.abl EU969532.1 tumor-related protein | Tumor-related protein
mRNA, complete cds

I
)
~

46.4 7% 0.34 74%

TSA: Artemisia annua
strain Artemis | Loci affecting yield of the antimalarial
Contig19950.Aylt mRNA | drug artemisinin

sequence

EZ222939.1 374 374 38% 5e-100 | 83%

[O8)

Arabidopsis lyrata subsp.
lyrata Sas10/U3 | Sas10/U3 ribonucleoprotein family
ribonucleoprotein family protein

protein, nRNA

CTOX15864.b2_P05.abl | XM_002880011.1

—_
N
S

150 40% le-32 69%

TC22

Arabidopsis thaliana
EMB2777 (EMBRYO
CTOX15864.b2 P05.abl NM_180066.2 DEFECTIVE 2777) | Molecular_function unknown 14
(EMB2777)

mRNA, complete cds

()]

145 38% Se-31 70%

CTOX15864.b2 P05.abl EF489510.1 Oryza sativa Japonica | Heat shock protein

-
o)
[o2e]

78.8 10% 6e-11 77%
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Group isolate ESR4 heat
shock protein mRNA,
complete cds

Ricinus communis carbon

CTOY16815.61 NO4abl | XM 0025150741 catabplite _ repressor Carbgn catabolite repressor protein, 194 le-45 71%
- - protein, putative, putative
mRNA
Arabidopsis thaliana
calcium-binding EF hand . .. .
CTOY16815.b1 N04.abl | NM_001125961.1 | family ¢ protein | Clcium-binding - EF - hand family | o5 | g5 2e-42 | 71%
(AT5G54130) protein
mRNA, complete cds
TSA: Artemisia annua
strain Artemis | Loci affecting yield of the antimalarial
CTOY16815.b1 N04.abl EZ207729.1 Contigd740.Aylt mRNA | drug artemisinin 176 176 3e-40 76%
sequence
PAB910d06 00814
Parthenium  argentatum
cold acclimated bark . .
<DNA Expression of genes gnd protelns'for
CTOY16815.b1 NO04.abl GW776386.1 . . rubber synthesis in  Parthenium 390 6e-105 | 73%
library (PAB) Parthenium argentatum (guayule)
argentatum cDNA clone & guayu
PAB910d06,
mRNA sequence.
CTOY6705.b1 B21.abl - - - - - -
TSA: Artemisia annua
strain Artemis | Loci affecting yield of the antimalarial
CTOY16332.b1 G04.abl EZ180454.1 Contig3930.Ac mRNA | drug artemisiiin 232 232 3e-57 80%
sequence
Arabidopsis thaliana
senescence-associated
CTOY16332.b1 G04.abl NM_124077.4 | protein-related Senescence-associated protein-related | 51.8 | 51.8 0.006 69%
(AT5G47060)
mRNA, complete cds
CTOY9502.b1 K24.abl E7Z214761.1 TSA: Artemisia annua | Loci affecting yield of the antimalarial 765 765 0.0 88%

strain Artemis

drug artemisinin
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Contigl1772.Aylt mRNA
sequence

CTOY9502.b1 K24.abl

AB040543.1

Glycine max  copz2
mRNA for nonclathrin
coat protein zeta2-COP,
complete cds

Nonclathrin coat protein zeta2-COP

B
W
\O

459

61%

2e-125

79%

CTOY9502.b1 K24.abl

NM_104777.3

Arabidopsis thaliana
clathrin adaptor complex
small chain family

protein (AT1G60970)
mRNA, complete cds

Protein binding

[98)
—_

351

59%

6e-93

75%

CTOY9502.b1_K24.abl

GW778917.1

PBCO07E06_03345
Parthenium  argentatum
cold acclimated bark
cDNA

library (PBC) Parthenium
argentatum cDNA clone
PBCO07E06,

mRNA sequence.

Expression of genes and proteins for
rubber synthesis in  Parthenium
argentatum (guayule)

~
~
[

771

67%

0.0

89%

TC29

CTOZ2149.b1 _110.abl

EZ390014.1

TSA: Artemisia annua
strain Uganda Contig6509,
mRNA sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

[\
W
\O

259

56%

2e-65

77%

TC31

CTOY14088.b1_0O18.abl

EZ267921.1

TSA: Artemisia
strain
Contigl11024
sequence

annua
Madagascar
mRNA

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

—_
(O8)
I

134

19%

9e-28

75%

TC32

CTOY6345.b1_A04.abl

EZ287034.1

TSA: Artemisia
strain
Contigl3421,
sequence

annua
Madagascar
mRNA

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

N

226

226

26%

2e-55

81%

TC38

CTOX4156.b1_HO08.abl

TC41

CTOX6656.b1_P07.abl

EZ331211.1

TSA: Artemisia annua
strain Madagascar
Contigl7757.Blt mRNA
sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

[98]
[\
()]

325

27%

2e-85

91%

CTOX6656.b1 P07.abl

GW778764.1

PBC005G09 03192

Expression of genes and proteins for

N
[*N)
(@)

466

56%

8e-128

81%
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Parthenium  argentatum | rubber synthesis in Parthenium
cold acclimated bark | argentatum (guayule)
cDNA library (PBC)
Parthenium  argentatum
cDNA clone PBC005G09,
mRNA sequence
TSA: Artemisia annua
strain Uganda | Loci affecting yield of the antimalarial

CTOX3406.61_L12.ab1 EZ347284.1 Contig14500.Uhm mRNA | drug artemisinin 744 84% 0.0 82%
sequence
Gossypium hirsutum clone
SpotAXS1 UDP-D- .

CTOX3406.b1_L12.abl FJ415207.1 apiose/UPD-D-xylose UDl;'D'aplose/UPD'D'xylose 681 | 681 83% 00 | 80%
synthetase mRNA, synthetase

TC42 complete cds

Ricinus communis dtdp-

CTOX3406.b1 L12.abl | XM _002527388.1 | glucose 4-6-dehydratase, | dP-glucose 4-6-dehydratase, | 55 | 550 | 839 | Se-144 | 75%
putative, mRNA putative
Zea mays clone 300029
bifunctional  “polymyxin Bifunctional polymyxin resistance

CTOX3406.b1_L12.abl EU967176.1 resistance arnA A protei 473 473 82% 7e-130 | 74%
protein mRNA, complete amnA protemn
cds
TSA: Artemisia annua
strain Artemis | Loci affecting yield of the antimalarial

CTOY15765.b1 105.abl EZ148942.1 Contig8348, mRNA dmgartemisiiin 489 | 489 62% le-134 | 79%
sequence
Verticillium  albo-atrum

CTOY15765.b1 105.abl | XM_003005431.1 | VaMs-102  vacuolar | vy, 10 brotein sorting 41 536 | 536 | 4% | 0002 | 86%

TC45 protein sorting 41,

mRNA
Schistosoma mansoni
protein kinase

CTOY15765.b1 105.abl | XM_002575894.1 | (Smp_046140) mRNA, | Protein kinase 51.8 | 51.8 5% 0.008 84%
complete
cds
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CTOY15765.b1_105.abl

XM _001348528.1

Plasmodium
3D7
Plasmodium
unknown
function (PF14_0390)
mRNA, complete cds

falciparum
conserved
protein,

Conserved  Plasmodium
unknown function

protein,

(V)]
—
oo

367

5%

0.008

84%

CTOY15765.b1_105.abl

XM _001348952.1

Plasmodium  falciparum
3D7 inositol phosphatase,
putative (PF07_0024)
mRNA, complete cds

Inositol phosphatase, putative

(9]
—
oo

51.8

5%

0.008

83%

TC46

CTOX3118.b1_K11.abl

XM_002513536.1

Ricinus communis
polypyrimidine tract
binding protein, putative,
mRNA

Polypyrimidine tract binding protein,
putative

N
—_
\O

219

26%

2e-53

81%

CTOX3118.b1_K11.abl

EZ222381.1

TSA: Artemisia annua
strain Artemis
Contig19392.Aylt mRNA
sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

[u—
(98]
[oe]

138

11%

7e-29

90%

TC49

CTOY12359.b1 _M17.abl

EZ207493.1

TSA: Artemisia
strain
Contig4504.Aylt
sequence

annua
Artemis
mRNA

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

(o]
W
o]

838

81%

0.0

84%

CTOY12359.b1 _Ml17.abl

XM 002514228.1

Ricinus communis rac
gtpase, putative, mRNA

Rac gtpase, putative

[*N)
N
(98]

663

69%

0.0

83%

CTOY12359.b1_M17.abl

NM_119039.2

Arabidopsis thaliana
ROP9 (RHO-RELATED
PROTEIN FROM
PLANTS 9);

GTP binding (ROPY9)
mRNA, complete cds

GTP binding

()]
(98]
()]

535

69%

3e-148

79%

TC50

CTOY4713.b1_BO03.abl

EZ221132.1

TSA: Artemisia annua
strain Artemis
Contig18143.Aylt mRNA
sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

9
o0
—_

581

57%

2e-162

85%

CTOY4713.b1_B03.abl

GW781075.1

PBC031C03_05503
Parthenium  argentatum

Expression of genes and proteins for
rubber synthesis in Parthenium

[®)}
(98]
O

639

65%

7e-180

85%
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cold acclimated bark
cDNA

library (PBC) Parthenium
argentatum cDNA clone
PBC031C03,

mRNA sequence.

argentatum (guayule)

TC60

CTOX20584.b1_0O10.abl

EZ291055.1

TSA: Artemisia annua
strain Madagascar
Contig17442.Mt mRNA
sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

526

94%

le-145

75%

CTOX20584.b1_0O10.abl

EU916967.1

Hedyotis terminalis ELF4-
like  protein  mRNA,
complete cds

ELF4-like protein

226

35%

le-55

79%

TCol

CT0X21360.b1_O12.abl

EZ276867.1

TSA: Artemisia annua
strain Madagascar
Contig3254.Mt mRNA
sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

158

23%

7e-35

78%

CTOX21360.b1_0O12.abl

XM _002517863.1

Ricinus communis
hydrolase, hydrolyzing O-
glycosyl compounds,
putative, mRNA

Hydrolase, hydrolyzing O-glycosyl
compounds, putative

\O

|

98.7

23%

S5e-17

73%

TC66

CTOZ5866.b1_DO03.abl

EZ180454.1

TSA: Artemisia
strain
Contig3930.Ac
sequence

annua
Artemis
mRNA

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

N
[\S]

232

35%

3e-57

80%

CTOZ5866.b1_D03.abl

NM_124077.4

Arabidopsis thaliana
senescence-associated
protein-related
(AT5G47060)

mRNA, complete cds

Molecular function unknown

(9]

o]

51.8

16%

0.006

69%

TC69

CTOY541.b1_J15.abl

EZ243721.1

TSA: Artemisia annua
strain Artemis
Contig10391.Amlt mRNA
sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

(98]

383

58%

9e-103

7%

CTOY541.b1_J15.abl

XM _002520514.1

Ricinus communis Rho
GDP-dissociation

Rho  GDP-dissociation
putative

inhibitor,

[\S)
I

214

43%

le-51

73%
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inhibitor, putative, mRNA

TC71

CTOY7144.b1_010.abl

EZ168302.1

TSA: Artemisia annua
strain Artemis
Contig27708, mRNA
sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

N
—_
~

517

46%

Te-143

88%

CTOY7144.b1 _0O10.abl

XM 002519273.1

Ricinus communis novel
plant  snare, putative,
mRNA

Novel plant snare, putative

NN
—_—
3

417

55%

Se-113

79%

TC73

CTOZ6139.b1_F24.abl

EZ260656.1

TSA: Artemisia annua
strain Madagascar
Contig3759 mRNA
sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

S
[98)
(%)}

435

64%

le-118

86%

CTOZ6139.b1_F24.abl

XM_002528390.1

Ricinus communis dtdp-
glucose  4-6-dehydratase,
putative, mMRNA

Dtdp-glucose
putative

4-6-dehydratase,

N
\O
[oe]

298

65%

2e-77

77%

TC77

CTOY6581.b1_I13.abl

EZ269516.1

TSA: Artemisia
strain
Contigl2619
sequence

annua
Madagascar
mRNA

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

~
—_
~

717

85%

0.0

81%

CTOY6581.b1 I13.abl

AK227197.1

Arabidopsis thaliana
mRNA for pyridoxine
biosynthesis protein

- like, complete cds, clone:
RAFL09-93-L.22

Pyridoxine biosynthesis protein - like

(o))
W
(V)]

655

85%

0.0

79%

CTOY6581.b1 I13.abl

M88254.1

Hevea brasiliensis
ethylene-inducible protein
(ER1) mRNA, complete
cds

Ethylene-inducible protein

9]
\O

529

85%

le-146

75%

CTOY6581.b1_I13.abl

GW776902.1

PAB919B03 01330
Parthenium  argentatum
cold acclimated bark
cDNA

library (PAB) Parthenium
argentatum cDNA clone
PAB919B03,

mRNA sequence.

Expression of genes and proteins for
rubber synthesis in  Parthenium
argentatum (guayule)

(o)}
—
(e}

610

70%

3e-171

81%
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TC80

CTOX3167.b1_M23.abl

EZ158638.1

TSA: Artemisia annua
strain Artemis
Contig18044, mRNA
sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

41%

CTOX3167.b1_M23.abl

XM _002530376.1

Ricinus communis
serine/threonine  protein
kinase, putative, mRNA

Serine/threonine
putative

protein  kinase,

I
\O

61%

TC82

CTOX10820.b1 G17.abl

TC83

CTOY2493.b1_J23.abl

EU916971.1

Lactuca serriola ELF4-like
protein mRNA, complete
cds

ELF4-like protein

3
(==}

73%

CTOY2493.b1_J23.abl

EZ338054.1

TSA: Artemisia annua
strain Uganda
Contig5270.Uhm mRNA
sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

(%)
(9]

47%

CTOY2493.b1_J23.abl

GW787094.1

PBCO98E06 11522
Parthenium  argentatum
cold acclimated bark
cDNA

library (PBC) Parthenium
argentatum cDNA clone
PBCO098E06,

mRNA sequence.

Expression of genes and proteins for
rubber synthesis in  Parthenium
argentatum (guayule)

(98]
\O

82%

TC84

CTOX21042.b2_D06.abl

EZ215936.1

TSA: Artemisia annua
strain Artemis
Contig12947.Aylt mRNA
sequence

Loci affecting yield of the antimalarial
drug artemisinin

—_—
(V)]

30%

CT0X21042.b2_D06.abl

XM_002893564.1

Arabidopsis lyrata subsp.
lyrata heat shock protein
binding protein,

mRNA

Heat shock protein binding protein

93
o

13%
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