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RESUMEN

En Chile, la exportacién de frutos de Prunus avium (cerezo dulce) depende
significativamente de la época y duracién del desarrollo y maduracién de los
frutos. Dentro de esta especie, las variedades se pueden clasificar segun sus
fechas de cosecha en tempranas, media estacion o tardias. Esta diversidad
fenoldgica ha favorecido la comercializacion interna y externa, destacando la
importancia de comprender y predecir estos rasgos de manera temprana para
optimizar las plantaciones. Recientes estudios han sugerido que las
modificaciones epigenéticas, en particular la metilaciéon de la citosina, estan
vinculadas con la fecha de desarrollo y maduracién del fruto. Ademas, el
analisis de los metilomas permite detectar "epi-marcadores" que podrian
predecir rasgos fenoldgicos especificos, aunque esta area de investigacion aun
es poco explorada. En esta investigacion, se analizdé el metiloma de cuatro
variedades de P. avium (dos variedades tempranas y dos tardias) para
identificar regiones génicas diferencialmente metiladas (DMRs). El analisis
bioinformatico de la metilaciéon in silico se complementd con la validaciéon
experimental de una DRM mediante inmunoprecipitacion de ADN metilado
(MeDIP) seguida de PCR cuantitativa. Los resultados revelaron 10 genes
candidatos cercanos a DMRs cuya funcion podria relacionarse con el desarrollo
del fruto. El procedimiento de validacion experimental permitid identificar

indicios de diferencias especificas de metilacion entre variedades, aunque estas
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no fueron tan pronunciadas como se esperaba. Los resultados sugieren la
necesidad de optimizar el protocolo para fortalecer la robustez y claridad de las

evidencias obtenidas.



ABSTRACT

In Chile, the export of Prunus avium (sweet cherry) fruits significantly depends
on the timing and duration of fruit development and ripening. Within this species,
varieties can be classified based on their harvest dates as either early, mid-
season or late. This phenological diversity has facilitated domestic and
international commercialization, highlighting the importance of understanding
and predicting these traits early to optimize orchard management. Recent
studies have suggested that epigenetic modifications, particularly cytosine
methylation, are linked to fruit development and ripening timing. Additionally,
methylome analysis allows the identification of "epi-markers" that could predict
specific phenological traits, although this field remains largely unexplored. In this
study, the methylome of four P. avium varieties (two early and two late) was
analyzed to identify differentially methylated regions (DMRs). Bioinformatic
analysis of in silico methylation was complemented by the experimental
validation of a DMR using methylated DNA immunoprecipitation (MeDIP)
followed by quantitative PCR. The results revealed 10 candidate genes near
DMRs whose functions may be related to fruit development. The experimental
validation procedure allowed the identification of indications of specific
methylation differences between varieties, although these differences were less
pronounced than expected. The results highlight the need to optimize the

protocol to improve the robustness and clarity of the evidence obtained.



. INTRODUCCION

La existencia de distintas necesidades del mercado agrofruticola ha repercutido
en el desarrollo o descubrimiento de diversas variedades dentro de las especies
frutales. Estas necesidades van mas alla de las caracteristicas intrinsecas del
fruto, como el tamano, color y sabor, sino que también abarcan aspectos
relacionados con los procesos productivos, tales como la fecha 6ptima de
cosecha, la vida de postcosecha o la capacidad de almacenamiento. Entre
estas caracteristicas, la fecha de cosecha es de particular relevancia, ya que

tiene un impacto significativo en los procesos de recoleccion y exportacion.

El desarrollo y la maduracién de los frutos es un proceso complejo que se
produce a multiples niveles y esta regulado por una serie de factores. Desde el
punto de vista ambiental, este proceso esta fuertemente influenciado por las
horas de frio acumuladas antes del inicio de la primavera, estas condiciones
climaticas son cruciales para iniciar y mantener el desarrollo del fruto
(Alburquerque et al., 2008). Internamente, el proceso de desarrollo y
maduracion del fruto esta regulado por una amplia red de mecanismos que
incluyen cambios dinamicos de las hormonas auxina y citoquinina, entre otros

(Kumar et al., 2014). Estos cambios hormonales también vienen acompafiados
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de un aumento en la codificacion de enzimas responsables de multiples
modificaciones en el fruto, como el ablandamiento de la pulpa y la acumulacion
de azucares (Bapat et al.,, 2010). Las complejas interacciones entre estos
factores determinan, no sélo el momento de la maduracion del fruto per se, sino
también todos los aspectos relacionados, como la salida de la dormancia, la
época de floraciéon y la presentacion de caracteristicas fisicas especificas en el

fruto (Tang et al., 2020).

Debido a la importancia de los rasgos fenoldgicos en las especies de arboles
fruticolas, multiples investigaciones a lo largo de los afios han aumentado la
cantidad de informacion disponible sobre los rasgos, especialmente de los que
estan relacionados con la calidad del fruto y la mejora del rendimiento (Savadi
et al.,, 2021). Los estudios han logrado identificar genes especificos y vias
metabdlicas clave implicadas en este proceso (Licciardello et al., 2023; Ming et
al., 2023). Actualmente se dispone de multiples genomas de referencia con
anotaciones génicas para muchas especies e incluso variedades, lo que
permite profundizar en la investigacion del funcionamiento biolégico de distintos
rasgos, lo que conlleva implicaciones practicas para el avance de los programas
de mejora genética (Jahed & Hirst, 2023), un ejemplo aquello es la
secuenciacion y de los genomas de cuatro variedades de cerezo (Satonishiki,

Tieton, Big Star y Hongmanao) que han permitido identificar variantes
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asociadas a rasgos de calidad y resistencia, facilitando el entendimiento de su

evolucion y domesticacion (Shirasawa et al., 2017; Pinosio et al, 2020).

Aunque generalmente se vincula la divergencia fenotipica observada en las
variedades fruticolas con polimorfismos genéticos, en la actualidad no ha sido
posible comprender completamente la variabilidad fenotipica a nivel molecular
(Ball, 2013). Debido a esto, se ha empezado a analizar la diversidad
epigendmica en poblaciones de especies vegetales para determinar si las
diferencias epigenéticas pueden contribuir a la variabilidad fenotipica observada
(Schmitz et al., 2013). Distintas investigaciones han concluido que es crucial
ampliar el alcance de las investigaciones de la relacion fenotipo-genotipo hacia
la epigenética y asi no caer en una presuncion erronea de causalidad exclusiva

de la genética en el fenotipo (Bret6 et al., 2001; Roéis et al., 2013).

Las modificaciones epigenéticas, como la metilacion del ADN vy las
modificaciones postraduccionales de histonas, son cambios heredables en la
expresion génica que no implican alteraciones en la secuencia del ADN, pero
que regulan la expresion génica al modificar el estado de compactacion de la
cromatina (Agarwal et al., 2020). En el mejoramiento genético de frutales, estas
modificaciones pueden ser utilizadas para regular genes clave que afectan
caracteristicas importantes como la maduracion, el tamafio del fruto y contenido

de azucares (Ji & Wang, 2023). Por lo tanto, actualmente son consideradas
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como una herramienta valiosa para el desarrollo y mejora de cultivos, debido a
que podrian proporcionar una fuente novedosa de causalidad de la variabilidad
fenotipica (Gallusci et al., 2017). En un estudio de Manning et al. (2006),
encontraron un cambio fenoldgico distintivo gatillado por una hipermetilacion de
citosinas en la regién promotora de un gen homologo al SBP-box (SQUAMOSA
promoter binding), el cual fue llamado LeSPL-CNR (Lycopersicon esculentum
SQUAMOSA Promoter-Binding-Like, Colorless Non-Ripening), el cual produce
una variante de tomates incoloros e inmaduros. Este cambio radical del fenotipo
causado por un una epimutacién especifica es considerado como un ejemplo de

epialelos.

Los epialelos son variantes epigenéticas de un mismo alelo, caracterizadas por
diferencias en la metilacion del ADN o modificaciones de histonas, que resultan
en diferentes patrones de expresion génica. Lograr encontrar y estudiar
epialelos, epimutantes o epigenomas es parte del proceso para llegar a usar
tecnologias mas avanzadas en el futuro como la edicidn/manipulacion de
epigenomas que abriria nuevas rutas para el futuro de la agricultura (Tang et
al., 2020). Siguiendo el estudio de Manning et al. (2006) se destaca que la
modificacion epigenética presente es la metilacion de la citosina, también
conocida como 5-metilcitosina. Este mecanismo esta ampliamente estudiado en
otras especies vegetales como tomate (Solanum lycopersicum), frutilla (Fragaria

x gnanassa) y naranjo dulce (Citrus % sinensis) (Tang et al., 2020).
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En el caso de la cereza (Prunus avium), la consideracion de la fecha de
cosecha es crucial, principalmente debido a las exigencias del mercado
asiatico. China recibe entre el 88 y 91% de todas las cerezas exportadas desde
Chile desde el afo 2018. En la temporada 2021/2022 Chile exporto a China un
total de 311.167 toneladas de cerezas, que corresponden a un valor total de
USD 1.700 millones FOB (Reyes, 2022). La demanda es particularmente alta
durante la celebracién del Aiilo Nuevo Chino, cuando el precio puede llegar a un
maximo de 13 USD/kg. (Reyes, 2022). Sin embargo, este negocio conlleva un
desafio no menor, ya que la fecha del afio nuevo chino no es estatica, sino que
su celebracion depende de la fase de luna nueva, la que puede ocurrir entre el
21 de enero y el 20 de febrero. Esta circunstancia requiere una planificacion
meticulosa y esfuerzos considerables para asegurar que los frutos lleguen a su
destino en el momento preciso. Por esto, la fecha de maduracion y recoleccion
es de suma importancia para la especie, siendo incluso una caracteristica de
clasificacion importante dentro de las multiples variedades disponibles hoy en
dia, donde dependiendo de la diferencia de tiempo que pasa entre la
maduracién de una variedad estandar como Bing, los cultivares se puede
clasificar como “tempraneros” y “tardios” (Ellena, 2006). Gracias a que se
cuenta con una amplia gama de fechas de cosecha, es posible extender la
temporada de produccién, reducir el riesgo climatico, y optimizar el uso de
recursos. Ademas, facilita el acceso a mercados especificos y la adaptaciéon a
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distintas zonas geograficas, lo que incrementa la rentabilidad y seguridad para

los productores.

En este contexto, investigaciones recientes han demostrado como la regulacion
hormonal, los factores genéticos y los mecanismos epigenéticos influyen en la
sincronizacion de la maduracién y la calidad del fruto del cerezo. El acido
abscisico (ABA) y el acido giberélico (GA3) han sido identificados como
reguladores clave que afectan directamente la acumulacion de antocianinas y el
cambio de color, procesos que son determinantes en la clasificacion de
cultivares segun su maduracion temprana o tardia (Kuhn et al., 2021a; Kuhn et
al., 2021b). Asimismo, se ha identificado que los ARNs largos no codificantes
(IncRNAs, por su nombre en inglés Long non-coding RNAs) desempefian un
papel critico en la regulacion espaciotemporal de los genes relacionados con la
maduracién, dirigiendo procesos como la biosintesis de antocianinas, el
metabolismo del ABA y la desintegracion de la pared celular. Estos IncRNAs
forman maédulos regulatorios que controlan la expresion de genes clave, como
MYBs, bHLHs (basic helix-loop-helix) y WDA40s, integrandose en la red

regulatoria de la maduracion del fruto del cerezo (Liu et al., 2024).

También se ha podido investigar la correlacidn entre la variabilidad genética, la
epigenética y la fenotipica, a través del uso de marcadores AFLP (amplified

fragment length polymorphism) y MSPA (methylation-sensitive amplified
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polymorphism), Avramidou et al. (2021) destacan en sus resultados de analisis
de correlacion en poblaciones de cerezo de origen griego, que la diversidad
epigenética tuvo un mayor impacto en los rasgos fenotipicos que la alta
diversidad genética. Otros estudios como los de Narvaez et al. (2022);
Prudencio et al. (2018); Rothkegel et al. (2017) han logrado vincular esta misma
modificacion epigenética, con el estadio de dormancia y la salida de esta etapa,
que es considerada como el inicio del proceso de desarrollo del fruto. No
obstante, es importante recalcar que dichos cambios epigenéticos responden al
desarrollo y no necesariamente a procesos hereditarios como los que
determinan las presencia de epialelos. Estudios como estos son claves para dar
a conocer la epigendmica como un area de estudio relevante que nos podria
permitir el desarrollo de nuevas herramientas para la mejora de cultivos, si se
logra avanzar en el entendimiento de la variabilidad y heredabilidad epigenética.
(Springer & Schmitz, 2017). Los datos utilizados para esta tesis provienen de la
secuenciacion de 25,89 Gbases utilizando una unica celda de flujo ONT donde
se generaron 2,9 M de lecturas con una longitud media de 15,03 kb. Se realizo
un analisis de la metilacion diferencial basado en los datos de la ONT, utilizando
un script Perl personalizado o filtros de Excel. Lo que permitié el estudio de
zonas especificas del genoma y llevo a la identificacion de las DMRs

estudiadas.
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En base a lo expuesto anteriormente se plantea la siguiente pregunta de
investigacion: ¢ Existen diferencias en el estado de metilacion en regiones
codificantes o cercanas a genes relacionados con el desarrollo del fruto que
puedan ser utilizadas como marcadores epigenéticos para diferenciar

variedades de Prunus avium de cosecha temprana y tardia?

o Hipétesis nula (Hy):
Las regiones diferencialmente metiladas entre variedades de cosecha
temprana y tardia de Prunus avium no pueden ser transformadas en
marcadores epigenéticos de analisis dirigido y simple.

o Hipoétesis alternativa (Ha):
Al menos una region diferencialmente metilada entre variedades de
cosecha temprana y tardia de Prunus avium puede ser transformada en

un marcador epigenético de analisis dirigido y simple.

Objetivo General:

Analizar el estado de metilacion en regiones codificantes o cercanas a genes
relacionados con el desarrollo del fruto de Prunus avium para desarrollar
marcadores epigenéticos que permitan diferenciar entre variedades de cosecha

temprana y tardia.
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Objetivos Especificos:

- Identificar regiones diferencialmente metiladas ubicadas en zonas codificantes
0 cercanas a genes entre variedades de cosecha temprana y cosecha tardia de
P. avium mediante un analisis in silico para el disefio de partidores que

funcionen transversalmente entre las variedades.

- Validar experimentalmente los niveles de metilacion diferencial en las regiones
seleccionadas estudiadas in silico mediante la técnica de inmunoprecipitacion
de ADN metilado (MeDip) para determinar su potencial como marcadores

epigenéticos reproductibles.
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Il. METODOLOGIA

2.1 Adquisicion y Utilizacién de Datos

Todos los analisis en este estudio se basan en datos gendmicos y
epigendmicos obtenidos a partir de la secuenciacion de ADN de muestras de
frutos que representan cuatro variedades de P. avium. Estas muestras se
recopilaron como parte del proyecto FONDECYT regular N° 1200718. La
extraccion de ADN se realizé en las variedades C14 (Royal Dawn), C40 (Royal
Lee), Kordia y Regina, siendo las dos primeras clasificadas como "variedades
de cosecha temprana" y las dos ultimas como "variedades de cosecha tardia"
(Tabla 2.1). Se empled el kit NucleoSpin Plant Il (Macherey-Nagel) para la

extraccion de ADN siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tabla 2.1. Resumen fechas de recoleccion correspondientes para cada
variedad de P. avium y estadio en escala BBCH.

Variedades Recoleccion BBCH 71  Recolecciéon BBCH 81  Recoleccion BBCH 87

Royal Dawn (C14) 21-30 septiembre 11-20 octubre 1-10 noviembre
Royal Lee (C40) 21-30 septiembre 11-20 octubre 1-10 noviembre
Kordia 21-30 octubre 21-30 noviembre 1-10 diciembre
Regina 21-30 octubre 21-30 noviembre 1-10 diciembre

Segun escala BBCH: 71 fruto tiene un tamafio del 10% de su tamafio final; 81 fruto empieza a presentar color; 87 fruto empieza a ablandarse.
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La secuenciaciéon del genoma completo se llevé a cabo utilizando PromethlON,
un sistema de secuenciacion de nueva generacion de alto rendimiento de
Oxford Nanopore Technology, en el Centro de Biotecnologia de la Universidad
de Wisconsin (EE. UU.). La llamada de bases se realizé utilizando el modelo
Megalodon v.2.4.2., alineando secuencias con el genoma de P. avium
(Shirasawa et al., 2017) y con los parametros estandar de Oxford Nanopore.
Los genomas ensamblados de las cuatro variedades se visualizaron en el
software Integrative Genomics Viewer (IGV) con perfiles de metilacion para su

analisis comparativo (Robinson et al., 2017).

2.2 Seleccién de Genes y Regiones Candidatas

Los datos de coordenadas de citosinas con niveles diferenciales de metilacion
entre las variedades de cosecha temprana y tardia se organizaron vy
visualizaron en Excel. Para identificar grupos de citosinas cercanas que
pudieran considerarse como islas CpG, se calculo la distancia entre posiciones
genomicas al restar las coordenadas adyacentes, y se aplicaron reglas de
formato condicional que resaltaron aquellas con distancia menor a 200 pb (con
énfasis en distancias < 50 pb). Esto permitié detectar zonas con alta densidad
de metilacion divergente. En estas regiones se examind la cercania a genes

homologos alineados en el area y se seleccionaron como DMR candidatas
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aquellas que presentaban conjuntos de citosinas diferencialmente metiladas
dentro de exones o0 en la region rio arriba correspondiente a promotores
putativos. Los genes asociados a las DMR candidatas fueron comparados con
bases de datos genéticas, especificamente con informacion de los genomas
anotados de P. avium y especies filogenéticamente relacionadas. La seleccion
final de genes candidatos se realiz6 considerando aquellos que mostraran un
alto porcentaje de identidad (>80%) y una cobertura superior al 70% en la
secuencia de consulta. Ademas, se priorizaron genes con un puntaje SCORE
mayor a 200, indicando un alto grado de similitud. Finalmente, se verificd que
los genes seleccionados estuvieran anotados y fueran identificables como

ortdlogos en otras especies, para asegurar su relevancia biologica.

2.3 Disefio de partidores y amplificacién de los sitios de interés

El disefio de partidores se llevd a cabo utilizando diversas herramientas
bioinformaticas, como PrimerQuest de IDT, Primer3Plus (Untergasser et al.,
2012), Multiple Primer Analyzer de Thermo Fisher, PrimerBlast de NCBI (Ye et
al., 2012) y PCR Primer Stats de Sequence Manipulation Suite (Stothard, 2000),
buscando producir partidores que amplificaran un amplicén de un tamano entre
100 y 200 pares de bases. Los partidores fueron disefiados considerando los

siguientes parametros: contenido de GC entre 40-60%, temperatura de fusion o
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Tm entre 50° y 65° Celsius, una diferencia de Tm entre el partidor para la
cadena sentido (forward) y para la cadena antisentido (reverse) de la misma
pareja sea <5° C, el mismo numero de nucleétidos para ambos oligos de la
pareja, ausencia de estructuras secundarias (como hairpin, auto-
complementariedad o complementariedad entre partidores) y especificidad para

la regidn que se busca amplificar.

Los partidores fueron probados utilizando el ADN extraido de las cuatro
variedades a través de PCR convencional utilizando 2 uL de ADN diluido 1:10
con agua de grado molecular para una concentracion final de 100 ng, 1 U de
Taq Platinum™ polimerasa libre de ADN, PCR buffer (-MgCl,) libre de ADN x1,
2 mM MgCl;, 0,2 Mm de dNTP mix, 0,1 mM por cada partidor correspondiente,
8 um de seroalbumina bovina (BSA) y agua de grado molecular para llegar al

volumen de 20 pL.

2.4 Inmunoprecipitacion de ADN Metilado (MeDIP)

Para la inmunoprecipitacion de ADN metilado, se utilizé el Methylamp™
Methylated DNA Capture Kit de EpigenTek, siguiendo las instrucciones del
fabricante. De este Kit provienen todos los reactivos usados, incluyendo los

buffers MC1 a MCB6, los anticuerpos, la proteinasa K, entre otros. Se procesaron
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un total de 12 muestras, con tres réplicas bioldgicas por cada variedad
estudiada, a una concentracion promedio de 1000 ng de ADN total. Ademas, se

incluyé una muestra con un anticuerpo IgG para el control negativo.

2.4.1 Fragmentacion del ADN

Antes de la inmunoprecipitacion, se realizé un procedimiento de estandarizacion
para determinar las condiciones Optimas de fragmentacion del ADN. Se utilizé
ADN en la misma concentracién y volumen que las muestras experimentales.
La fragmentacién se llevd a cabo mediante un procesador ultrasénico VCX130,
utilizando 200 yL de agua grado molecular y 1000 ng de ADN previamente
precipitado con una mezcla de etanol absoluto y cloruro de potasio a una
concentracion final de 0,12 M. El procedimiento consisti6 en rondas de
sonicacion de 10 segundos a una amplitud del 20%, seguidas de pausas de 50
segundos. Todo el proceso se realizd sobre hielo para evitar variaciones
bruscas de temperatura que pudieran degradar la muestra. Se evaluaron entre
dos y ocho ciclos de sonicacion, y los fragmentos de ADN obtenidos se
analizaron en un gel de agarosa al 1,3%, corrido a 80 voltios durante 30
minutos, para seleccionar las condiciones que producian fragmentos entre 200

y 1000 pares de bases.

2.4.2 Preparacion matriz de trabajo
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Por cada muestra a tratar, se preparo un pocillo especial para el tratamiento. A
cada pocillo se le afadieron 100 uL de buffer MC1. Para el control negativo, se
agregé 1 uL de IgG no inmune. Se afadid también 1 pL de anticuerpo
especifico contra la 5-Metilcitosina. Los pocillos fueron incubados a temperatura
ambiente durante 60 minutos para permitir que los anticuerpos se adhirieran a
estos. Una vez completada la incubacién, se procedié a la fragmentacion del
ADN. ElI ADN se sonicd en las condiciones previamente estandarizadas, y
posteriormente se incubé a 95°C durante dos minutos para asegurar una
correcta desnaturalizacion. EI ADN se enfrié inmediatamente en hielo. Ademas,

se reservaron 5 L del ADN sonicado para su uso en controles de calidad.

2.4.3 Inmunoprecipitacion del ADN Metilado

Se eliminaron los buffers no especificos de los pocillos, realizando lavados con
150 uL de MC1 y MC3. Luego, se anadieron 100 pyL del ADN sonicado a cada
pocillo y se incubaron nuevamente a temperatura ambiente durante 90 a 120
minutos en un agitador orbital, manteniendo la mezcla a 50-100 rpm. Este paso
permiti6 que el ADN metilado se uniera especificamente a los anticuerpos
adheridos en los pocillos. Una vez concluida la incubacion, el sobrenadante fue
eliminado, y los pocillos fueron lavados tres veces con 150 yL de MC3 para

asegurar la eliminacién de ADN no especifico.
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2.4 4 Purificacion del ADN

Para la liberacion del ADN metilado de los complejos de anticuerpo, se preparo
una mezcla de buffer MC4 con proteinasa K. Se anadieron 60 pyL de esta
mezcla a cada pocillo, incluidas las muestras reservadas de ADN sin tratar, y se
incubaron a 65°C en un bafo de agua durante 60 minutos. Posteriormente, se
prepararon las columnas de centrifugado afadiendo 100 pL de MCS5. Las
muestras se mezclaron con etanol al 100% y se transfirieron a las columnas de
purificacion. Se centrifugaron a 12000 rpm durante 20 segundos y se realizaron
dos lavados sucesivos con etanol al 90%, asegurando la eliminacion de
contaminantes. Finalmente, el ADN purificado se eluyé afnadiendo 20 pL de
buffer MC6 directamente en la columna y centrifugando nuevamente a 12000
rom. EI ADN metilado obtenido se almacend a -20°C hasta su uso en analisis

posteriores.

2.5 Analisis ADN metilado

Se utilizo PCR en tiempo real para amplificar las DMR y determinar su
presencia en las muestras tratadas con inmunoprecipitacién y las no tratadas.
Se utilizé 3 pL de ADN diluido 1:3, 1X de HOT FIREPoI® EvaGreen® qPCR Mix
Plus (ROX), 0,125 mM por cada partidor correspondiente y agua libre de
nucleasas para llegar al volumen de 10 L. El programa de qPCR fue (i) 95°C

por 12 minutos, 40 ciclos de (ii) 95°C por 15 segundos, 60°C por 20 segundos,
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72°C por 20 segundos y para la curva de disociacién (ii) 65°C a 95°C con
incrementos de 0.5°C cada cinco segundos, con monitorizacion de la

fluorescencia en cada incremento.

Para comparar los niveles de metilacion entre las distintas muestras, se
emplearon los valores umbral de ciclo (Ct) generados a partir de los datos de la
gPCR. Estos valores fueron procesados mediante una formula matematica que
permite estimar el porcentaje de metilacion para las diferentes variedades. La

férmula utilizada fue la siguiente:

% MeDIP /Input total = (Ct(input) — Ct(MeDIP))? X 100
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Ill. RESULTADOS

3.1 Seleccién de Genes y Regiones Candidatas

Se identificaron 33 DMRs entre las variedades tempranas y tardias de P. avium.
De este conjunto, se priorizaron aquellas ubicadas en proximidad a genes,
reduciendo la seleccion a 15 regiones que exhibian diferencias en los niveles de
metilacion en las areas gendmicas circundantes (Apéndice 1). Como resultado,
se identificaron 10 genes candidatos asociados a estas DMRs, los cuales
presentan diferenciacion en los niveles de metilacion entre las variedades
tempranas y tardias. Ademas, estos genes estan anotados y son identificables

como ortélogos en otras especies (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Caracteristicas de los 10 genes candidatos con informacion del largo
en pares de base de la secuencia de los genes asociados en un contexto de
ADNg y ADNc, largo del ARN del gen anotado en la base de datos NCBI en P.
avium, % cobertura de bases alineadas entre el ADNc de los genes candidatos
y sus referencias correspondientes de NCBI, Query, Score e Identidad de la
alineacion por BLAST en NCBI.

DMR ADNg ADNc ARNref. % Cob. Querry Score Ident. Descripcion
1 1045 504 715 60,8 86,3 559 97,86 Protein TAB2 homolog, chloroplastic-like
2 1553 1206 1401 86,1 100,0 2484 100  Polygalacturonase-like
3 1344 759 1017 69,4 93,0 2176 100  Probable protein phosphatase 2C 55
4 1964 1839 1815 99,7 98,4 1905 100  Receptor-like protein 2
5 5019 1377 1970 69,9 100,0 1543 100  tRNA dimethylallyltransferase 9
6 1592 1593 1676 95 100,0 3999 100  Berberine bridge enzyme-like 17
7 3626 855 1104 77,4 100,0 927 94,48 Hypersensitive-induced response protein 1
8 4345 2391 2574 92,9 100,0 1154 97,93 RINT1-like protein MAG2L
9 2560 1056 1261 83,7 100,0 2251 100  GDSL esterasellipase At5g22810
10 2740 945 1205 79,8 101,8 3274 100  Nudix hydrolase 20, chloroplastic-like

En orden: Bases de ADN genomico (ADNg), bases de ADN copia (ADNc), bases de ARN de gen anotado en NCBI (ARN ref.), porcentaje de cobertura del ADNc en

ARN ref. total (% cob.), porcentaje de ADNc alineado en ARN ref. (Querry), puntaje total de la alineacién (Score) y porcentaje de identidad de la alineacion (Ident.)

29



3.2 Prueba de partidores especificos.

Una primera ronda de PCR convencional permitié determinar que partidores
(Apéndice 2) se utilizarian para el resto de los experimentos. Se seleccionaron
los partidores de las DMRs 1, 2, 3b y 5 ya que mostraron una amplificacion
eficiente, evidenciada por la presencia de amplicones de tamafio consistente
entre las dos réplicas realizadas. (Figura 3.1)

Productos PCR de C14
Marcador

de peso | DMR 1 DMR 2 | DMR 3A |DMR 3B | DMR 4 DMR 5 | DMR 6 DMR7 | DMR 8 DMR 9 N.A. DMR 10
100 bp

=

Figura 3.1. Gel de agarosa al 2% tefido con gel red mostrando los amplicones
obtenidos mediante PCR para cada par de partidores dirigidos a las regiones
diferencialmente metiladas (DMRs). Las muestras corresponden a la variedad
C14 de P. avium. El marcador de peso molecular corresponde a 100 bp DNA
Ladder de New England Biolabs.
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Una segunda prueba se llevd a cabo para verificar que el producto de estas
DMRs es estable con todas las muestras. Los resultados obtenidos fueron
positivos en las cuatro variedades (Figura 3.2).

Variedades: Kordia Regina

DMRs:

Marcador
de peso
100 bp

Figura 3.2. Gel de agarosa al 2% tefiido con gel red mostrando los amplicones
obtenidos mediante PCR para comparar la uniformidad de tamano de estos
dependiendo de las variedades (C14, C40, Kordia y Regina). EI marcador de
peso molecular corresponde a 100 bp DNA Ladder de New England Biolabs.

3.3 Estandarizacion del Proceso de Sonicacion

En la evaluacion de multiples configuraciones para determinar las condiciones

optimas para la fragmentacion del ADN, se pudo observar cémo afectaba la

31



cantidad de pulsos a la integridad de la muestra. En las condiciones iniciales de
dos o tres pulsos, se observaron fragmentos predominantemente mayores a
1500 bp, indicando una fragmentacion insuficiente. Mientras que después de los
seis pulsos el tamano de los fragmentos pareciera volverse consistente. Eso no
significa que los pulsos dejaran de tener efecto, ya que podrian estar afectando
al ADN de manera menos perceptible. Debido a que el tamafo ideal de
fragmentacién era de 200 a 1000 pares de base, se determiné finalmente que la
configuracion éptima consistia en seis pulsos de sonicacién, cada uno de 10
segundos, seguidos por un periodo de reposo de 50 segundos, realizados de

manera constante sobre hielo (Figura 3.3).
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Cantidad de pulsos: 0

Marcador de
peso
100 pares de
base

Figura 3.3. Gel de agarosa al 1% tefiido con gel red mostrando los resultados
de distintas cantidades de pulsos de sonicaciéon hechos a una muestra de ADN
de cereza (Lapins), para observar el tamafo de corte resultante. El marcador de
peso molecular corresponde a 100 bp DNA Ladder de New England Biolabs.

3.4 Analisis gPCR ADN metilado

Los resultados de la PCR en tiempo real arrojan una clara diferencia entre las
muestras que pasaron por el tratamiento de MeDip al compararlas con sus
contrapartes que no pasaron por un tratamiento (Fig. 3.4). Las curvas negras,
correspondientes al ADN metilado, presentan un umbral de amplificacion mas
tardio que las curvas rojas (ADN no tratado). Esta diferencia corresponde a un
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retraso en la captacion de la sefal de fluorescencia minima detectable, para el
ADN metilado de las cuatro muestras se llega a este umbral después del ciclo
30, mientras que en las muestras con ADN intacto la sefal es captada en su
mayoria antes del ciclo 28.

A) C14 Met/C14 IN B) C40 Met/C40 IN

10 m— W - —
— — - —

N\
N\
A\

C) KOR Met/KOR IN

10 —

Rn
Rn
A

Figura 3.4. Curvas de amplificacion obtenidas mediante qPCR utilizando
EvaGreen como colorante, comparando ADN metilado inmunoprecipitado
(curvas negras) y ADN no tratado (curvas rojas) en cuatro variedades de
cereza. Cada subfigura representa una variedad especifica: (A) Royal Dawn
(C14), (B) Royal Lee (C40), (C) Kordia (KOR), y (D) Regina (REG). En cada
subfigura se incluyen tres réplicas biolégicas, cada una con tres réplicas
técnicas, para un total de nueve curvas por condicién (tratado y no tratado). El
eje X muestra el numero de ciclos de amplificacion, mientras que el eje Y
representa el valor reportero normalizado (Rn).

Los datos obtenidos, presentados en un grafico tipo boxplot (Figura 3.5),

evidencian un incremento en el porcentaje de metilacion en una de las
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variedades tardias (Kordia), mientras que las variedades tempranas (C14 -
Royal Dawn y C40 - Royal Lee) muestran niveles de metilacion
consistentemente bajos. Entre las variedades tardias, Kordia destaca no solo
por un mayor porcentaje de metilacidon promedio, sino también por una mayor
dispersion en los valores, en contraste con Regina, que presentd niveles mas

bajos y menos variables.

La variacion observada en las curvas de amplificacion entre las muestras
sugiere que factores técnicos o diferencias experimentales podrian estar
influyendo en los resultados, destacando la importancia de un control riguroso
de las condiciones experimentales para asegurar la reproducibilidad de los
datos.

14
12

10

%(MeDIP / Total input)

6
2éi%ae%é

0 C14A C14B c14C C40A C40B C40C KORA KORB KORC REGB REGC

Muestra
Figura 3.5. Grafico boxplot que compara el porcentaje de ADN metilado con
relacion al ADN total. Las variedades C14 (Royal Dawn), C40 (Royal Lee), KOR
(Kordia) y REG (Regina) incluyen tres réplicas bioldgicas (A, B y C), excepto
Regina, que tiene solo dos réplicas (REGB y REGC), ademas de tres réplicas
técnicas por réplica biolégica (N=3).
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IV. DISCUSION

El objetivo principal de esta investigacion fue identificar una relacion de utilidad
practica entre los niveles de metilacion de las citosinas y un rasgo fenolégico
especifico en diferentes variedades de P. avium. Ademas, se plante6 como un
primer acercamiento hacia el disefio de un proceso que podria llegar a ayudar
en la creacion de herramientas aplicables al reconocimiento y diferenciacién de
variedades de uso comercial. Evaluar la efectividad del enfoque tomado y
determinar los aspectos a mejorar para optimizar el proceso resultdé uno de los

rasgos mas relevantes del estudio.

Los resultados obtenidos podrian dar la posibilidad de distinguir las variedades
estudiadas, segun su fecha de recoleccion. El analisis in silico mostré
diferencias significativas a nivel del metiloma, lo cual, junto con la evidencia
bibliografica sobre la correlacion entre variabilidad epigenética y fenolégica
(Avramidou et al., 2021), sugiere que las diferencias epigenéticas podrian estar
vinculadas con variaciones en rasgos fenolégicos.

El establecer una conexion directa entre los epialelos identificados en este
estudio y los rasgos fenoldgicos relacionados con la fecha de cosecha es un
desafio que requiere considerar tanto los avances metodolégicos como las
limitaciones especificas de esta investigacion. Por ejemplo, aunque se han

reportado enfoques como el mapeo de epiQTL (Epigenetic Quantitative Trait
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Locus) en especies como Populus spp., donde se identificaron epiQTL
relacionados con procesos como la lignificacién y propiedades de la madera (Lu
et al., 2020), en nuestro caso, no fue posible generar suficiente resolucion para
identificar y asociar regiones gendmicas especificas y con la fecha de cosecha.
Este hecho sugiere que seria conveniente poder agregar informacion a nuestra
base datos epigendmica, incluyendo datos del metiloma de variedades en
diferentes etapas de crecimiento y desarrollo para poder facilitar el estudio de
las zonas epialelicas estables a través del tiempo y su relacion a la divergencia
fenoldgica.

Asimismo, estudios como los realizados en Quercus lobata (Gugger et al.,
2016), que vinculan patrones de metilacibn con respuestas a gradientes
climaticos, destacan la importancia de factores ambientales en la regulaciéon
epigenética. En este sentido, nuestros resultados no evaluan la estabilidad de
los patrones de metilacion observados, por lo que podria sugerirse que el
entorno podria estar modulando los patrones de metilacion observados,
particularmente en las variedades tardias. Esto refuerza la necesidad de
incorporar analisis ambientales longitudinales en futuras investigaciones para
validar la estabilidad de estos patrones en diferentes condiciones de cultivo.

Por otro lado, los enfoques basados en lineas recombinantes epigenéticas
(epiRILs), como los empleados en Arabidopsis thaliana para estudiar la
influencia de epialelos en la floracion (Cortijo et al., 2014), podrian ser utiles

para confirmar si los epialelos detectados en nuestro trabajo tienen efectos
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causales sobre la fenologia del cerezo. Sin embargo, la implementacion de
estas metodologias en especies perennes como el cerezo implica desafios

significativos, particularmente en términos de tiempo y recursos experimentales.

Ademas, los avances en la prediccion de rasgos fenolégicos basados en datos
epigenéticos, como los demostrados en A. thaliana (Hu et al.,, 2015), S.
lycopersicum (Manning et al., 2006) y Elaeis guineensis (Ong-Abdullah et al.,
2015), demuestran el potencial de técnicas como MeDIP-Chip o la
secuenciacion por bisulfito para identificar marcadores epigenéticos. Aunque
nuestros datos preliminares no permitieron una validacion concluyente de los
epialelos como marcadores epigenéticos, si representan la posibilidad de que
una combinacién de técnicas avanzadas, como gPCR y secuenciacion, pueda

ser utilizada en futuros trabajos para superar estas limitaciones.

El desarrollo de epi-marcadores especificos para especies comerciales es una
futura herramienta fundamental, ya que nos permitiria adaptar herramientas, ya
sea existente o por desarrollar, dandoles un enfoque epigenético y asi poder
abarcar diversos sistemas biologicos. Esto llevaria directamente a Ia
optimizacién de la prediccion de rasgos complejos, impactando directamente en
la mejora del rendimiento, la sostenibilidad y la seleccion de lineas de alto valor

comercial en cultivos agricolas.
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Entre los resultados se puede destacar la informacién obtenida acerca de los
genes que fueron reconocidos como sitios de interés por su divergencia en
estados de metilacion dependiente de la variedad. Los genes analizados
presentan caracteristicas que pueden estar relacionadas al proceso fenolégico
estudiado, destacandose que cuatro de ellos tienen una posible implicacion en
la regulacion del desarrollo y la maduracion de frutos. Entre ellos,
polygalacturonase-like y GDSL esterase/lipase At5g22810 estan relacionados
con la remodelacion de la pared celular, un proceso critico para el
ablandamiento y la textura del fruto durante su maduracion (Qiu et al., 2024). En
particular, se ha demostrado que las GDSL esterases/lipasas estan implicadas
en diferentes etapas durante el desarrollo de los frutos de Pyrus bretschneideri
(Cao et al., 2018).

Por otro lado, la probable protein phosphatase 2C 55 destaca por su posible
participacion en la sefalizacion mediada por acido abscisico (ABA), una
hormona clave en la regulacién de la dormancia, la maduracion y la respuesta
al estrés abidtico en plantas. Investigaciones han sefalado que miembros de
esta familia, particularmente de la subfamilia D, actian como reguladores
positivos en vias de ABA, lo que refuerza su potencial conexiéon con eventos
fenoldgicos como la sincronizacion del desarrollo del fruto (Takei et al., 2001).
Finalmente, RINT1-like protein MAG2L podria influir indirectamente en el
desarrollo del fruto mediante su participacion en el transporte retrogrado de

proteinas entre el Golgi y el reticulo endoplasmico. Este proceso es esencial
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para el ensamblaje y trafico de proteinas involucradas en el metabolismo y la
respuesta al estrés (Xue et al.,, 2008). Estos genes podrian ser claves en
procesos como posibles puntos de control, lo que resalta su posible importancia

en la regulacion del desarrollo y maduracion del fruto en P. avium.

Desde una perspectiva practica, los hallazgos de este estudio podrian facilitar la
seleccion de variedades de P. avium con tiempos de cosecha Optimos para
mercados especificos. La idea de desarrollar herramientas epigenéticas que
permitan diferenciar cultivares tempranos y tardios a partir de plantas jovenes
tiene un gran potencial para optimizar los procesos de seleccidn de rasgos y
mejorar la coordinacion en la recoleccion y exportacion de frutos. Ademas, este
enfoque podria integrarse en estrategias de mejoramiento genético, utilizando
epialelos y epimutaciones como componentes clave para la generacion de
nuevos cultivares.

No obstante, el estudio enfrentd limitaciones técnicas significativas que
afectaron la estabilidad de los resultados. El disefio de primers fue
particularmente desafiante, ya que se requirié alinear partidores con regiones
sin SNP entre variedades para que estos funcionaran de manera transversal,
garantizar un amplicén de 100-200 pb y equilibrar el contenido GC y la TM entre
los partidores. Ademas, el ADN extraido de los frutos presentd altas
concentraciones de azucares, lo que afecto al momento de precipitar el

contenido, lo que resultdé en una sustancia viscosa que posiblemente redujo la
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concentracion de ADN utilizable. La limitada cantidad de ADN tratado tras la
inmunoprecipitacion también restringioé el numero de réplicas experimentales.

Futuras investigaciones podrian centrarse en metodologias como E-WAS vy
EpiQTL para identificar regiones especificas del genoma relacionadas
directamente con la variabilidad fenolégica (Gahlaut et al, 2020). Estas
aproximaciones permitirian no solo explorar el epigenoma de manera amplia,
sino también vincular directamente los epialelos con loci genéticos y rasgos
cuantitativos, proporcionando un marco mas robusto para desarrollar epi-
marcadores aplicables en programas de mejoramiento agricola y manejo de

cultivos de P. avium.
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V. CONCLUSIONES

Los presentes resultados corroboran parcialmente la hipotesis alternativa de
este trabajo. Se identificaron patrones de hipo e hipermetilacion en genes clave
asociados a procesos como la remodelacion de la pared celular y la
sefalizacion hormonal, los cuales podrian estar relacionados con el desarrollo y
la maduracion de los frutos. Estos hallazgos respaldan el uso potencial de epi-
marcadores para diferenciar variedades de cosecha temprana y tardia,
contribuyendo al desarrollo de herramientas practicas para la seleccidn de

cultivares en etapas tempranas de desarrollo.

Desde una perspectiva practica, este enfoque puede facilitar la optimizacion de
la planificacidn agricola y la exportacion de frutos, fortaleciendo la sostenibilidad
de la produccion. Sin embargo, se destaca la necesidad de optimizar
metodologias experimentales para garantizar mayor precision en las

cuantificaciones y replicabilidad de los resultados.
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VI. GLOSARIO

-ABA (Acido Abscisico): Hormona vegetal que regula procesos como la

germinacion, el cierre estomatico y la respuesta al estrés hidrico.

-ADNc (Acido desoxirribonucleico copia): ADN obtenido después del proceso de

replicacion. Es solo la parte codificante del genoma, sin intrones.

-ADNg (Acido desoxirribonucleico genédmico): ADN completo, contiene la parte

codificante (exones), no codificante (intrones) y promotores.

-AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism): Polimorfismo de longitud de
fragmentos amplificados. Técnica que se utiliza para detectar polimorfismos en -

el ADN y generar marcadores moleculares

-BBCH (Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und Chemische
Industrie): Escala de origen aleman para codificar las etapas fenoldgicas del

desarrollo de las plantas.

-BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): Herramienta de busqueda de

alineamientos locales basicos.
-bp (Base pairs): Pares de bases que forman el ADN o ARN.

-Ct (Cycle Threshold): Ciclo umbral donde la curva de PCR cruza el umbral en

la parte lineal de la curva.
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-DMRs (Differentially Methylated Regions): Regiones diferencialmente

metiladas.

-Epialelos: Alelos que difieren en patrones de metilaciéon en lugar de en los

nucledtidos de la secuencia de ADN.

-Epigenoma: Conjunto completo de modificaciones epigenéticas en el genoma

de un organismo.

-Epi-marcadores: Marcadores epigenéticos que permiten identificar cambios en

la expresidn génica.

-Epimutante: Organismo o célula con alteraciones en el epigenoma, que genera

un fenotipo divergente.

-epiQTL (Epigenetic Quantitative Trait Loci): Loci de caracteres cuantitativos
asociados a variacion epigenética. Son locus que se correlacionan con la
variacion de un rasgo cuantitativo en el fenotipo de una poblacion de

organismos.

-epiRILs (Epigenetic Recombinant Inbred Lines): Lineas endogamicas
recombinantes epigenéticas. Son poblaciones de plantas que se crean
cruzando plantas con diferentes perfiles de metilacion del ADN. Se utilizan para

estudiar el papel de los cambios epigenéticos en las plantas

44



-EWAS (Epigenome-Wide Association Studies): Estudios de asociacién del
epigenoma. El objetivo de los EWAS es identificar variaciones epigenéticas que

estén estadisticamente asociadas a un fenotipo de interés.

-Islas CpG: Regiones ricas en dinuclettidos citosina y guanidina, donde

generalmente ocurre metilacion del ADN.

-LeSPL-CNR (Lycopersicon esculentum SQUAMOSA Promoter-Binding-Like,
Colorless Non-Ripening): Factor de transcripcion relacionado con la maduracién

de frutos en tomate.

-MeDIP (Methylated DNA Immunoprecipitation): Inmunoprecipitacion de ADN
metilado, es una técnica que es capaz de detectar y aislar fragmentos de ADN

metilado de una muestra utilizando anticuerpos sensibles a la metilacion.

-MeDIP-Chip (Methylated DNA Immunoprecipitation Microarray): Microarreglos
basados en inmunoprecipitacion de ADN metilado, permite detectar la

metilacion del ADN en todo el genoma o en islas CpG.

-Metilacion: Modificacion quimica del ADN que puede regular la expresion

geénica.

-Metiloma: Perfil completo de metilacion de un genoma.

-MSPA  (Methylation-Sensitive ~ Amplified  Polymorphism):  Polimorfismo

amplificado sensible a la metilacion. Técnica que combina PCR y digestion
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enzimatica para detectar polimorfismos en regiones de ADN influenciadas por la

metilacion.

-MYB: Familia de factores de transcripcion que se unen al ADN para regular
procesos como el desarrollo, la diferenciacion y las respuestas a estrés en

plantas y animales.

-NCBI (National Center for Biotechnology Information): Centro Nacional para la

Informacién Biotecnoldgica.

-Oligos: Oligonucledtidos: cadenas cortas de ADN o ARN sintetizadas

quimicamente.

-PCR (Polymerase Chain Reaction): Reaccion en cadena de la polimerasa,

técnica para amplificar ADN.

Polimorfismo: Variacion en la secuencia de ADN entre individuos.

-PromethlON: Plataforma de secuenciacion de alto rendimiento de Oxford

Nanopore.

-qPCR (Quantitative Polymerase Chain Reaction): PCR cuantitativa para medir

ADN o ARN.

-RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction): PCR con

transcriptasa inversa para convertir ARN en ADNc antes de ampilificar.
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-SBP-box (SQUAMOSA Promoter Binding Protein Box): Familia de factores de

transcripcion relacionados con el desarrollo vegetal.

-SCORE: Puntaje numérico que indica la calidad del alineamiento entre

secuencias en BLAST.

-SNP (Single Nucleotide Polymorphism): Polimorfismo de nucleétido unico,

variacion en una sola base del ADN.

-Taq: Enzima Taq polimerasa utilizada en PCR proveniente de Thermus

aquaticus.

-TM (Melting Temperature): Temperatura de fusion del ADN, donde las hebras

Se separan.

-WD40: Superfamilia de proteinas que participan en procesos como la
regulacion transcripcional, el ensamblaje de complejos proteicos y las vias de

sefalizacion celular.
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VIil. APENDICE

Utilizando el software IGV (Integrative genoma viewer) se pueden distinguir las

caracteristicas de interés presentes en las DMR elegidas (Figura A.1).

DMR 10

154790000 bp

Metilacion
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Figura A.1. Vista de dos DMRs (DMR 6 y DMR 10) desde IGV. En amarillo se
destaca la metilacion diferencial entre las variedades tempranas (C14 y C40) y
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las variedades tardias (Kordia y Regina). En naranja se destaca el gen
candidato correspondiente a la DMR.

Tabla A2. Lista de partidores disefiados para cada DMR, se incluye la
secuencia, la Tm (C°), porcentaje GC y el nombre del gen correspondiente.

Nombre Partidor Secuencia 5°-3" Tm GC% Gen

P.AVIUM_F_dmr1 AGGTTTAGCACGTGAAGATGC 58,9 48 protein TAB2 homolog, chloroplastic-
P.AVIUM_R_dmr1 AGAGGAAATCTCATCCTTGGA 58,3 43 like

P.AVIUM_F_dmr2 TGACACAGTTGTCGCTAAGG 59,1 50 polygalacturonase-like
P.AVIUM_R_dmr2 GCATTTACCGTTCAAGAAAC 53,7 40

P.AVIUM_F_dmr3.2 TCCCTGAAGTCAAAGTATGGG 59,9 48 probable protein phosphatase 2C 55
P.AVIUM_R_dmr3.2 CGCCGGAAAACTCCATAGAAG 60,9 52

P.AVIUM_F_dmr3.1  TACTTGTTATACGGCCCTCCT 59,5 48

P.AVIUM_R_dmr3.1  CCAACATCTGCTAGTTGTCAT 56,1 43

P.AVIUM_F_dmr4 ACTCTCAAGACACCTAACCC 59,1 50 receptor-like protein 2
P.AVIUM_R_dmr4 CACCACGAGTACTTCTTCCG 60,5 55

P.AVIUM_F_dmr5 CTTCACCAGCCGTTTCAGTA 59,5 50 tRNA dimethylallyltransferase 9
P.AVIUM_R_dmr5 CCCTTTCCCAGGAGTTTGAT 61 50

P.AVIUM_F_dmr6 ATTCATTGGCCATTTCTTGGG 58,5 43 berberine bridge enzyme-like 17
P.AVIUM_R_dmr6 GCTGAGAAGAATTTCTATGGG 55,1 43

P.AVIUM_F_dmr7 TCCTCTGCCGTGTTTATTCC 59,8 50 hypersensitive-induced response
P.AVIUM_R_dmr7 GAGAACCCTGAAGAAGTCCA 60,1 50 protein 1

P.AVIUM_F_dmr8 AAGCTGCTCTTGAGGCTTTT 58,2 45 RINT1-like protein MAG2L
P.AVIUM_R_dmr8 ATGGGTGGAAGACCAGTTGC 63,3 55

P.AVIUM_F_dmr9 GTTAGGTACAAGTTCATGGG 55,1 45 GDSL esterase/lipase At5g22810
P.AVIUM_R_dmr9 CAGTCAAACCAAGCCCAATG 59,6 50

P.AVIUM_F_dmr10 GTCCAACAGGCCATCATGTA 59,6 50 nudix hydrolase 20, chloroplastic-like
P.AVIUM_R_dmr10 CTTGTCGTAGAAACTCCAAC 56,7 45
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