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RESUMEN

La diferenciacion entre variedades frutales segun caracteristicas fenoldgicas,
como la precocidad en la produccion de frutos, es clave para el mejoramiento
genético y la eficiencia productiva. En especies como el cerezo dulce (Prunus
avium), permite optimizar la planificacion de cosechas y acceder a mercados con
ventanas comerciales diferenciadas. Tradicionalmente, la identificacion varietal
se ha basado en rasgos morfologicos, con limitaciones en etapas tempranas del
desarrollo vegetal. Esta investigacién tuvo como objetivo validar polimorfismos
de nucledtido unico (SNPs) como herramienta gendmica para discriminar
variedades de cerezo con distintos niveles de precocidad. A partir de datos de
secuenciacion de tercera generacion, se identificaron regiones genomicas
diferenciales entre variedades tempranas y tardias cultivadas en Chile (Royal
Dawn y Royal Lee versus Regina y Kordia, respectivamente). Se seleccion6 una
region que contenia un gen ortdlogo a la isopenteniltransferasa (IPT), enzima
clave en la biosintesis de citoquininas, hormonas relacionadas con el desarrollo
y maduracién de frutos. Se disefaron partidores especificos para estos SNPs,
optimizados mediante Temperature Switch PCR (TSP) y aplicados con PCR
convencional y gPCR con High Resolution Melting (QPCR-HRM). Los analisis
diferenciaron variedades mediante patrones de bandas en geles de agarosa y
curvas de fusién en qPCR. La aplicacién a un grupo ampliado de variedades

mostro resultados consistentes con su clasificacidon por precocidad. No obstante,
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se observaron discrepancias en variedades autocompatibles (Sweetheart,
Staccato, Cristobalina), lo que sugiere relacion entre precocidad vy
autocompatibilidad. Estos resultados respaldan el uso de SNPs como
herramientas de identificacion varietal, con aplicaciones relevantes para la

industria fruticola y los programas de mejoramiento genético del cerezo.
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ABSTRACT

The differentiation of fruit tree varieties based on phenological traits, such as
earliness in fruit production, is key for genetic improvement and productive
efficiency. In species such as sweet cherry (Prunus avium), it enables optimization
of harvest planning and access to markets with differentiated commercial
windows. Traditionally, varietal identification has relied on morphological traits,
which show limitations at early stages of plant development. This study aimed to
validate single nucleotide polymorphisms (SNPs) as a genomic tool to
discriminate cherry varieties with different levels of earliness. Using third-
generation sequencing data, differential genomic regions were identified between
early and late varieties cultivated in Chile (Royal Dawn and Royal Lee versus
Regina and Kordia, respectively). A region containing a gene orthologous to
isopentenyltransferase (IPT), a key enzyme in cytokinin biosynthesis, hormones
related to fruit development and ripening, was selected. Specific primers for these
SNPs were designed, optimized through Temperature Switch PCR (TSP), and
applied using conventional PCR and gPCR with High Resolution Melting (qPCR-
HRM). Analyses differentiated varieties through specific band patterns in agarose
gels and distinct melting curves in qPCR. Application to an expanded group of
varieties showed results consistent with their classification by earliness. However,
discrepancies were observed in self-compatible varieties (Sweetheart, Staccato,

Cristobalina), suggesting a possible relationship between earliness and self-

xii



compatibility. These results support the use of specific SNPs as varietal
identification tools based on earliness, with relevant applications for the fruit

industry and cherry breeding programs.
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. INTRODUCCION

1.1. Importancia econémica del cerezo.

Prunus avium, comunmente conocido como cerezo dulce, es una especie de gran
relevancia en la industria fruticola tanto de Chile como del mundo. Esto se ha
evidenciado con el aumento exponencial en la produccion de cereza a nivel
mundial durante la ultima década. Segun datos de la FAO, para el afio 2022 la
superficie cultivada de cerezo superd los 454 mil hectareas, mientras que su
produccion alcanzo los 2.7 millones de toneladas aproximadamente. Chile se
encuentra en el tercer puesto de los paises con mayor produccidon de cerezas,
después de Turquia y Estados Unidos respectivamente, liderando las
exportaciones del hemisferio sur con una produccién de 434 mil toneladas y una
superficie cultivada de 61 mil hectareas para el afio 2022. La cereza chilena se
ha convertido en uno de los productos mas exitosos en el area de exportacion
nacional, siendo catalogada en el ano 2021 como el principal producto de

exportacion del pais fuera del sector del cobre (Montt et al., 2024).

1.2. Importancia de las distintas variedades en el comercio.

En el mercado de la industria cerecera, las diferentes variedades de cerezo

cumplen un rol fundamental a la hora de satisfacer la demanda durante toda la
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temporada. En Chile las variedades de cerezo se clasifican en variedades
tempranas, de media estacion y tardias, diferenciandose por la precocidad en la
maduracion de sus frutos, las variedades tempranas son aquellas que maduran
y se exportan entre los meses de octubre a noviembre, las de media estacion
desde noviembre a diciembre, mientras que las variedades tardias lo hacen
desde diciembre a febrero aproximadamente (Barros et al., 2020; Ellena, 2012).
Esta amplia ventana de produccion representa una ventaja importante para la
industria cerecera chilena, ya que la etapa de cosecha coincide estacionalmente
con el ano nuevo chino, el cual es una festividad tradicional relevante en China
que constituye un momento crucial para las ventas de cerezas en dicho pais.
Esto se debe a que la cereza es considerada un regalo de lujo en ocasiones
especiales por el simbolismo que se le atribuye: su forma redonda representa la
perfeccion y la eternidad, mientas que su color rojo, la prosperidad y fortuna
(Garcia et al., 2019). Es por esto que China es el principal pais de destino de las
exportaciones de cereza chilena, donde la época de ventas muy temprana es

aquella con mayor valor por kg de cereza (Quiroz et al., 2023).

Dado lo anterior, las diferentes variedades de cerezo adquieren una relevancia
fundamental, dado que determinan el momento de su exportacion. En Chile se
cultivan y exportan principalmente 10 variedades: Brooks, Royal Dawn, Santina,
Rainier, Bing, Lapins, Skeena, Kordia, Sweet-heart y Regina, en orden de

cosecha, donde Brooks es una variedad muy temprana, Royal Dawn; Santina y



Rainier son variedades tempranas, Bing; Lapins y Skeena son variedades medias
y finalmente Kordia; Sweet-heart y Regina son variedades tardias (Barros et al.,
2020; Cerezos — Viveros Copequen, 2021; Masman, 2022). Estas diferencias
constituyen una ventaja, ya que cada variedad posee sus propias
consideraciones técnico-productivas, economicas y estratégicas, asi como su
comportamiento en postcosecha y propiedades organolépticas (Barros et al.,

2020).

1.3. Desafios en la identificacion de nuevas variedades debido a la falta
de métodos predictivos.

En el cerezo existen variedades autocompatibles y autoincompatibles. Las
autocompatibles, como Lapins y Sweet-Heart, pueden fecundarse con polen de
la misma flor y variedad, pero aquellas autoincompatibles requieren polen de
otras variedades que sean genéticamente compatibles y coincidentes en la
floracién para asegurar una correcta polinizacion, como es el caso de Kordia y
Regina (Ellena, 2012). La necesidad de polinizadores externos conduce a la falta
de precision a la hora de predecir las caracteristicas de la progenie, lo que

dificulta el trabajo de planificacion a largo plazo de agricultores y mejoradores.

Tradicionalmente, la identificacion de nuevas variedades se ha basado en la
observacion de caracteres pomologicos y en la descripcion de rasgos

morfolégicos y agrondmicos. Sin embargo, este método requiere esperar
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aproximadamente cuatro afos hasta que ocurra la primera fructificacion, para
luego realizar complejas mediciones a lo largo de varios afos y garantizar la
fiabilidad, ya que las condiciones ambientales inducen inestabilidad en el
fenotipo, todo esto convierte este proceso en uno meticuloso y prolongado.
Ademas, el gran numero de caracteres a analizar puede dificultar el estudio y
hacerlo poco eficiente cuando se necesitan resultados a corto plazo. A pesar de
estos desafios, esta metodologia sigue siendo fundamental para la identificacion

y caracterizacion de variedades (Rodrigues, 2003).

1.4. Marcadores moleculares para la identificacion temprana de nuevas
variedades.

La necesidad de métodos mas eficientes y rapidos ha impulsado la busqueda de
nuevas técnicas, como la utilizacion de marcadores moleculares que puedan
establecer la identidad de cada cultivar y asi superar las limitaciones del analisis
morfoldgico tradicional. Los marcadores moleculares son fragmentos especificos
de ADN que pueden identificarse y utilizarse como referencia para detectar
variaciones genéticas en un genoma determinado. Estos marcadores se
encuentran estrechamente asociados con regiones del ADN que contienen
caracteristicas fenotipicas o genotipicas relevantes y son esenciales en la
identificacion y desarrollo de cultivares con rasgos especificos, ya que no estan
sujetos a cambios por el ambiente, estan presentes en todos los tejidos y su

herencia de tipo mendeliana puede ser monitoreada, lo que los convierte en

4



instrumentos de amplio alcance para la industria agricola (Azofeifa-Delgado,

20086).

Los marcadores moleculares tienen diversas aplicaciones: como el mejoramiento
genético asistido; la conservacion genética; el diagndstico de enfermedades
genéticas; los estudios evolutivos; y la identificacion varietal; entre otras (Gill-
Langarica & Mayek—Pérez, 2008). En el ambito agricola, la aplicacion varietal es
una de las mas relevantes, ya que es una técnica clave para identificar genes
asociados con caracteristicas de interés agronoémico, lo cual resulta crucial para
la seleccidn de nuevas variedades mejoradas, capaces de adaptarse a las
condiciones ambientales adversas y abarcando atributos demandados por la
industria (Campos et al., 1995). Sin embargo, a pesar del progreso que ha
significado el uso de estos marcadores, al momento de generarse nuevas
variedades, se presenta la limitacion de requerir una caracterizacion previa para
establecer correlaciones entre los marcadores y los rasgos de interés, lo que
limita su aplicacion directa. Debido a esto, esta tesis busca desarrollar
marcadores que superen esta restriccion y logren predecir el fenotipo de una
nueva variedad en cuanto a la precocidad en la produccion de frutos desde la
etapa vegetativa temprana de la planta. Esto aceleraria los procesos de
mejoramiento genético, la optimizacion en la seleccion de variedades y una
respuesta mas eficiente a las demandas agricolas contemporaneas (Mondini et

al., 2009).



1.5. Polimorfismos de nucleétido unico en plantas.

Estudios realizados en otras especies sostienen el potencial de las variantes
estructurales para la identificacion temprana de rasgos fenotipicos. Las variantes
estructurales, que incluyen deleciones; inserciones; duplicaciones; inversiones;
translocaciones y polimorfismos, son una fuente importante de variacion
genética. Estas variaciones desempeian roles criticos en la evolucion de las
plantas y en rasgos agrondmicos como por ejemplo la forma del fruto en el tomate
(Solanum lycopersicum); la resistencia a nematodos en la soja (Glycine max); el
color de la piel en manzana (Malus domestica); la reproduccidon asexual en
citricos, y la textura del fruto en el durazno (Prunus persica); entre otros (Guo et
al., 2020). En especifico, los polimorfismos de nucleétido unico (SNP)
corresponden a una variacion en un solo nucleétido dentro de una secuencia de
ADN que ocurre entre individuos de una poblacion y son, en gran medida, los
marcadores mas faciles de determinar y los mas utiles y ampliamente aplicados

en los estudios genéticos en la era moderna (Johnson, 2009).

Un estudio reciente en pepino (Cucumis sativus L.), un cultivo de gran
importancia econdmica, ejemplifica el potencial de los SNP para discriminar entre
variedades segun el color de piel de los frutos inmaduros, especificamente piel

verde claro y piel blanca, un rasgo relacionado con la acumulacion de clorofila.



En esta investigacion, se identificaron SNPs en regiones clave del genoma
vinculadas a esta caracteristica mediante el analisis de QTL-seq, destacando
mutaciones en genes como Chr3CG52930 y Chr3CG53640. Para confirmar la
precision de estos, se realizaron analisis por electroforesis, donde se visualizaron
las diferencias genotipicas entre variedades, corroborando la asociacién de los

SNPs con los rasgos fenotipicos de interés (Kishor et al., 2021).

En la identificacion de marcadores genéticos asociados a rasgos agronémicos,
los SNPs detectados mediante secuenciacion de tercera generacion han
demostrado ser herramientas eficaces (Porubsk & Eichler, 2024). A diferencia de
QTLs, que requieren poblaciones segregantes y analisis fenotipicos extensivos,
los SNPs pueden identificarse directamente a partir de datos gendmicos,
permitiendo una discriminacion mas precisa y rapida entre variedades (Voss-Fels
& Snowdon, 2015). La secuenciaciéon de tercera generacion ofrece lecturas mas
largas y una mayor resolucion, facilitando la deteccion de variantes estructurales
complejas y mejorando la precision en la identificacion de SNPs relevantes para
rasgos como la precocidad en la produccion de frutos (Logsdon et al., 2020). Esta
tecnologia representa una alternativa moderna y precisa frente a metodologias
tradicionales, permitiendo avanzar hacia una discriminacion varietal mas

temprana y basada en herramientas moleculares de alta resolucion.

1.6. Propuesta de investigacion.



Pregunta de investigacion: ;Pueden los polimorfismos de nucledtido unico
(SNPs) identificados mediante secuenciacion de tercera generacion ser utilizados
como marcadores moleculares para discriminar entre variedades de cerezo dulce

(Prunus avium) con distintos niveles de precocidad en la produccion de frutos?

Hipotesis: Los SNPs diferenciales identificados mediante secuenciacion de
tercera generacion permiten distinguir genéticamente entre variedades de cerezo

dulce con precocidad contrastante.

Objetivo general: Evaluar el potencial de SNPs diferenciales, identificados a partir
de datos de secuenciacion de tercera generacion, como marcadores moleculares

para la discriminacion varietal basada en la precocidad del cerezo dulce.

Objetivos especificos:

1. ldentificar y seleccionar SNPs diferenciales entre variedades de cerezo dulce
con precocidad contrastante, a partir del analisis de datos gendmicos
obtenidos mediante secuenciacion de tercera generacion, y disefar partidores
especificos para su deteccion.

2. Validar la capacidad discriminatoria de los SNPs seleccionados mediante
PCR convencional y gPCR con analisis de fusion de alta resolucion (HRM),

utilizando material vegetativo de distintas variedades.



. METODOLOGIA

2.1. Material biolégico.

Como material biolégico base, se utilizaron cuatro variedades de cerezo dulce en
estadio inmaduro (77 BBCH), dos de ellas correspondientes a variedades
tempranas y dos a tardias: Royal Dawn; Royal Lee; Regina y Kordia,

respectivamente.

2.2. Recepcion de datos y muestras.

Como parte de esta investigacion, se utilizaron datos bioinformaticos
provenientes del proyecto Fondecyt N°1200718. Estos datos incluyen una sesion
del software Integrative Genomics Viewer (IGV) con informaciéon de
secuenciacion correspondiente a las cuatro variedades de cerezo mencionadas
en el punto 2.1. La secuenciacion fue realizada en el Centro de Biotecnologia de
la Universidad de Wisconsin, empleando tecnologia de tercera generacién
(Oxford Nanopore), lo que permitio obtener informacion tanto genética como
epigenética. Para este estudio, se recolectaron muestras de pulpa de frutos
inmaduros 24 dias después de la plena floracion, y el ADN fue extraido utilizando
el kit NucleoSpin Plant Il de Macherey-Nagel. Seis muestras de ADN extraidas

en el marco del proyecto fueron cedidas para esta tesis por el Laboratorio de
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Epigenética Vegetal de la Universidad de Concepcion: dos de la variedad Royal

Dawn, dos de Royal Lee, una de Regina y una de Kordia.

Para verificar la integridad del ADN recibido, se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 1% en TAE 1Xy se visualizé mediante transiluminacion ultravioleta
(UV). Estas muestras fueron utilizadas en los analisis que requerian mayor

resolucién analitica y sensibilidad en esta tesis. Se les denominé como ADN “A”.

2.3. Extraccion de ADN de las variedades de cerezo.

Ademas de las muestras A, se llevo a cabo otra etapa de extraccion de ADN de
las cuatro variedades de cerezo dulce. Las muestras fueron tomadas de pulpas
de frutos inmaduros (77-BBCH) y se extrajo ADN gendmico segun protocolo
CTAB para frutos, brindado por el Instituto de Nutricion y Tecnologia de los
Alimentos de la Universidad de Chile (INTA). El ADN fue visualizado mediante
una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE 1X y transiluminador UV.
Estas muestras fueron utilizadas para analisis menos exigentes en cuanto a la

calidad de ADN. Se les denominé como ADN “B”.

2.4. Identificacion y seleccion de regiones con SNPs.
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A partir de los datos del mapeo genético recibidos, se procedié a identificar
regiones que contuvieran SNPs con potencial discriminativo. Se consideraron
regiones candidatas aquellas que tuvieran las siguientes caracteristicas: 1. Que
el o los SNPs se visualicen casi 0 en su totalidad como una linea continua que
abarque las dos variedades ya sea tempranas o tardias. 2. Que no presente alto
grado de polimorfismos no deseados en el mapeo genético y alto contenido de
CGs en el mapeo epigenético, ya que esto dificulta el disefio de partidores. 3.
Que no presente grandes espacios en blanco en el mapeo, ya que estas zonas

dan lugar a incertidumbre en los datos.

2.5. Analisis bioinformatico de la region seleccionada.

Luego de aplicar estos criterios, se realizé una busqueda bioinformatica respecto
a la region seleccionada para determinar qué gen contenia los SNPs
identificados. Se utilizé la base de datos Ensembl Plants para localizar el gen en
el genoma de Prunus avium, y posteriormente se realizaron comparaciones con

su homologo en Prunus persica utilizando UniProt, STRING y KEGG.

2.6. Diseno de partidores.

Se disefaron partidores especificos para las regiones con SNPs siguiendo los

parametros del método Temperature Switch PCR (TSP) de Tabone et al. (2009),
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y utilizando la herramienta bioinformatica PrimerBLAST de NCBI (link:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

2.7. Validacién de partidores.

La etapa de validacion de los partidores disefiados se llevo a cabo utilizando PCR
convencional. Se amplificé mediante PCR cada set de partidores por separado
ajustando el protocolo para la temperatura de fusion (Tm) especifica de cada uno.
Se promediaron las Tm de cada par de partidores (FL-RL y FC-RC) y se probaron
temperaturas desde los 5°C menos que la Tm promediada. La mezcla de
reaccion para PCR consisti6 en un volumen final de 12 uL, que contenia
aproximadamente 25 ng de ADN, Buffer de PCR Colorless 1X, 2.5 mM de MgCl,,
0.2 mM de dNTPs, 0.012 pyM de partidor F y 0.012 uM de partidor R, 0.1 U de
Taq polimerasa y agua ultrapura hasta completar el volumen final. Las
condiciones de ciclo térmico fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial a
95°C durante 10 minutos, seguido de la fase de amplificacion que consto de 35
ciclos de 95°C por 30 segundos, Tm especifica de los partidores por 1 minuto y
72°C por 30 segundos, por ultimo, una extensién final a 72°C por 10 minutos. Se
realizaron electroforesis en gel de agarosa al 2% en TAE 1X a 75V durante 45

minutos para visualizar los productos PCR a través de un transiluminador UV.

2.8. Analisis de SNPs mediante PCR y qPCR-HRM.
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Para analizar las variantes estructurales, especificamente los SNPs encontrados,
se utilizaron las técnicas de PCR con los parametros descritos en el punto 2.8.1

y gPCR con High Resolution Melting (QPCR-HRM) descritas en el punto 2.8.3.

2.8.1. Analisis por PCR convencional.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 12 uL. La
mezcla de reaccion contenia aproximadamente 25 ng de ADN, Buffer de PCR
Colorless 1X, 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.004 uM de partidor FL, 0.02
MM de partidor FC, 0.02 uM de partidor R, 0.1 U de Taq polimerasa y agua
ultrapura hasta completar el volumen final. Las condiciones de ciclo térmico
fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 minutos,
seguido de una primera fase de amplificacion que consta de 15 ciclos de 95°C
por 30 segundos, Tm especifica de los partidores largos por 30 segundos y una
extension de 72°C por 1 minuto. Luego, una segunda fase de amplificacion de 5
ciclos de 95°C por 10 segundos y 45°C por 30 segundos y finalmente, una tercera
fase de amplificacion de 15 ciclos de 95°C por 10 segundos, Tm especifica de
los partidores cortos por 30 segundos y una extension 72°C por 5 segundos
(Tabone et al.,2009). Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% en
TAE 1X a 75V durante 45 minutos, para luego visualizar los productos PCR en

un transiluminador UV.
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2.8.2. Evaluacion del efecto del método de extraccion y diluciones de ADN
en el analisis qPCR-HRM.

Para evaluar el efecto del método de extraccion y de las diluciones de los tipos
de ADN utilizados en los analisis de qPCR-HRM, se realizaron diluciones
seriadas 1:1, 1:10 y 1:100 para los dos tipos de ADN trabajados (A y B) de las
variedades Royal Lee (variedad temprana) y Regina (variedad tardia). Luego se
realizé un gPCR-HRM para analizar las variaciones en las Tm. La mezcla de
reaccion y condiciones del ciclo térmico fueron las mismas utilzadas

posteriormente en los analisis gPCR-HRM detalladas en el punto 2.8.3.

2.8.3. Analisis por qPCR-HRM.

Los conjuntos de partidores previamente validados mediante PCR convencional
fueron evaluados mediante qPCR-HRM para detectar las diferencias en las
curvas de fusion correspondientes a los SNPs presentes en las muestras
analizadas, utilizando en cada caso los partidores FL-RC, con el objetivo de
abarcar multiples SNPs por region amplificada. El analisis se realiz6 con ADN A
de cada variedad trabajada, en duplicado técnico. La mezcla de reaccion
contenia aproximadamente 20 ng de ADN, 10 uL de Mix gPCR 2X, 0.6 uL de
partidor forward de 0.4 uM, 0.6 pL de partidor reverse de 0.4 uM y agua ultrapura

hasta completar el volumen final. Las condiciones del ciclo térmico fueron las
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siguientes: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 minutos, seguido de 50
ciclos de 95°C por 30 segundos, Tm de partidores por 30 segundos y 72°C por 1
minuto. Luego de esto las muestras se calentaron gradualmente desde 70°C
hasta 85°C, aumentando la temperatura en incrementos de 0.025°C por segundo.
Durante este proceso, se registro la liberacion de fluorescencia, lo que permitié

la construccién de las curvas de fusion para el analisis de polimorfismos.

2.9. Extrapolacion de resultados a variedades no analizadas in silico.

Una vez establecidos los métodos discriminatorios entre variedades tempranas y
tardias, se procedio a la extrapolacién de estos utilizando material vegetativo de
nuevas variedades. Esto es crucial para confirmar la eficacia de los perfiles como
modelos predictivos para la clasificacion de variedades de cerezo segun su

precocidad en la produccion de frutos.

2.9.1. Recepcion de material vegetativo.

Se recibieron muestras de hojas provenientes del INIA Rayantué, recolectadas
de arboles de variedades tempranas y tardias, las cuales fueron congeladas en
N2 liquido y almacenadas a -80°C hasta su uso. Las variedades fueron: Brooks,
Cristobalina y Mini Royal, correspondientes a variedades tempranas, y

Sweetheart, Staccato y Schndeider, correspondientes a variedades tardias.
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Estas muestras se procesaron para la extraccion de ADN gendmico utilizando el

kit NucleoSpin Plant Il de Macherey-Nagel, y se les denominé como ADN “C”.

2.9.2. Amplificacién y analisis de SNPs.

Las muestras vegetativas se analizaron utilizando los conjuntos de partidores

validados y técnicas descritas previamente para corroborar su aplicabilidad. Los

datos obtenidos se compararon con los obtenidos previamente de frutos para

evaluar la consistencia y precision de los métodos predictivos ya descritos.
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lll. RESULTADOS

3.1. Verificaciéon de la integridad del ADN gendémico (A) mediante
electroforesis en gel.

La evaluacion de la integridad del ADN gendmico A mediante electroforesis en
gel de agarosa (Fig. 3.1) revel6 bandas definidas y de alta intensidad en cuatro
de las muestras analizadas, correspondientes a las variedades tempranas,
comparables al control de ADN lambda y al control positivo utilizado como
referencia (ADN B de la variedad Royal Lee), de concentracion aproximada 120
ng/pL. En las otras dos muestras, correspondientes a las variedades tardias, se
observé una ligera disminucion en la intensidad de las bandas, sugiriendo una
menor concentracion de ADN en estas. No se detectaron bandas difusas, lo que
indica que no hubo fragmentacion o degradacion significativa del ADN en ninguna
de las muestras evaluadas. Estos resultados confirman que la calidad del ADN A

es adecuada para analisis posteriores.
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R.D R.L R.L REG KOR CTL+ CTL-

Figura 3.1 Evaluacién de la integridad de ADN genémico “A” de las variedades Royal Dawn, Royal Lee,
Regina y Kordia, respectivamente, visualizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE 1X
a 75V por 45min. A: ADN lambda; R.D: Royal Dawn; R.L: Royal Lee; REG: Regina; KOR: Kordia;, CTL+:
Royal Lee de muestras B como control positivo;, CTL-: control negativo.

3.2. Extracciéon de ADN gendémico (B).

Como resultado de la etapa de extraccion de ADN se obtuvieron cuatro muestras
con un volumen final de 100 pL. Se midi6é la concentracidén de estas mediante
espectrofotometro Epoch, siendo de aproximadamente 120 ng/pL para las
variedades tempranas y 80 ng/uL para las tardias. Mediante electroforesis en gel
de agarosa se visualizaron bandas definidas de alto peso molecular para cada
una de las variedades trabajadas (Fig. 3.2), y en tres de ellas (R.L; REG y KOR)
se visualizé una leve cantidad de ARN residual, evidenciado por bandas difusas

en la region de bajo peso molecular (<250 pb), sin embargo, no en cantidades

18



suficientes para interferir con los analisis posteriores. Estos resultados confirman
que la calidad del ADN B es adecuada para analisis menos exigentes,
especificamente, estas muestras fueron utilizadas para la etapa de validacién de

partidores y optimizacion de protocolos.

GeneRuler 1Kb

Figura 3.2 Evaluacién de la integridad de ADN genémico “B” de las variedades Royal Dawn, Royal Lee,
Regina y Kordia, respectivamente, visualizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE 1X
a 70V por 40min. R.D: Royal Dawn; R.L: Royal Lee; REG: Regina; KOR: Kordia; CTL-: control negativo;
M1kb: Marcador de peso molecular de 1kb.

3.3. Identificacion y seleccion de regiones con SNPs.
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Como resultado de la identificacién y seleccion de regiones candidatas en el
genoma, se identificaron tres regiones con SNPs (Fig. 3.3) y se seleccioné la
primera de ellas, la cual contiene multiples SNPs en las variedades tardias (Fig.
3.3a). Las regiones 3b y 3c fueron descartadas por motivos de alto contenido de
CGs en la secuencia y espacios en blanco en el mapeo que dan lugar a

incertidumbre en los datos, respectivamente.
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Figura 3.3 Ventana de IGV de las regiones identificadas. Mapeos genéticos y epigenéticos de las variedades
tempranas Royal Dawn y Royal Lee y las variedades tardias Regina y Kordia. (a) Primera region:
seleccionada, con SNPs en variedades tardias; (b) Segunda regién: no seleccionada, con SNP en
variedades tardias; (c) Tercera regién: no seleccionada, con SNPs en variedades tempranas. 1. Capa
genética, muestra las VE. 2. Capa epigenética, muestra los CG metilados (rojo) y los CG no metilados (azul).
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3.4. Analisis bioinformatico de la regién seleccionada.

A partir del analisis en la base de datos Ensembl Plants, se identificé que el gen
que contiene los SNPs seleccionados corresponde a una secuencia codificante
de tipo proteina (protein-coding gene). Esta presenta dominios funcionales
conservados, incluyendo dimetilaliltransferasa e IPP transferasa, relacionados
con funciones preniladoras en plantas. Se observo un alto grado de conservacion
con ortélogos en especies del mismo género y otros frutales de carozo,
destacando su ortologia con el gen IPT (PRUPE_4G170400) en Prunus persica

(97.38% de identidad).

La caracterizacion funcional del gen ortélogo en P. persica (UniProt ID: M5X0L4),
indica que codifica una tRNA dimethylallyltransferase, enzima que transfiere un
grupo dimetilalilo al nucleétido adenosina-37 del tRNA, formando N6-
dimetilaliladenosina-37, segun lo registrado en la base Rhea (Rhea:26482).
Segun datos de UniProt, esta proteina participa en la modificacion post-
transcripcional del tRNA y en la biosintesis de citoquininas, presentando como
funciones moleculares principales la actividad tRNA dimethylallyltransferasa y la
unién a ATP. La secuencia pertenece a la familia IPPT (Pfam: PF01715), lo que
evidencia su conservacion funcional en Prunus. El analisis de interacciones
funcionales mediante STRING mostrd asociaciones con otras proteinas de la

familia IPP transferasa y con enzimas preniladoras como FPPS y GGPS,
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implicadas en la sintesis de precursores de hormonas vegetales (Fig. 3.4). En la
base de datos KEGG, el gen se encuentra anotado como tRNA
dimethylallyltransferase (EC 2.5.1.75) dentro de la ruta “Zeatin biosynthesis”
(pper00908), participando en la formacion de prenyl-tRNA, precursor clave en la

sintesis de citoquininas (Fig. 3.5).

PRUPE_6G028100
' PRUPE_4G085300

+ .——-'—' .:._'
=i\

N/
"/}77'-%9‘

“?",-; /PRU

Figura 3.4 Red de proteinas extraida de STRING. Se muestra la proteina de interés PRUPE_4G 170400 en
Prunus persica, resaltando sus asociaciones funcionales con otras proteinas de la familia IPP transferasa y
con enzimas preniladoras como FPPS y GGPS, las cuales estan implicadas en la sintesis de precursores
de hormonas vegetales.
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Figura 3.5 Ruta de la biosintesis de Zeatina. Ruta metabdlica “Zeatin biosynthesis” (pper00908) de KEGG,
donde el gen de interés esta anotado como tRNA dimethylallyltransferase (EC 2.5.1.75) y se encuentra
marcado con un asterisco rojo. Esta enzima participa en la formacién de prenyl-tRNA, un precursor clave

en la sintesis de citoquininas.
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3.5. Diseno de partidores.

Como resultado del disefio de partidores, se disefiaron cuatro conjuntos de
partidores conformados por forward largo (FL), forward corto (FC), reverse corto
(RC) y reverse largo (RL), donde el SNP queda situado en el extremo 3’ del
partidor FC. Ademas, a todos los partidores cortos (tanto forward como reverse)
se les agrego una cola no complementaria de GGC- en el extremo 5 para
aumentar su temperatura de melting (Tm) global con el fin de mejorar la
capacidad de los partidores cortos para competir con los partidores largos
participando eficientemente en la primera etapa de amplificacion. Se disefiaron
partidores tanto a partir de la secuencia consenso de las variedades tempranas
como de las tardias por separado. Cabe destacar que, debido a los estrictos
criterios del método TSP para el disefno, algunos cebadores fueron empleados en
mas de un conjunto al ser las unicas secuencias viables que cumplian
simultaneamente con estos requisitos. El detalle se muestra en la tabla a

continuacion:

Tabla 3.1. Detalle de cada uno de los partidores disefiados. En color azul se destaca la cola no complementaria en el
extremo 5’ de los partidores cortos. En color rojo se destacan los SNPs contenidos en el extremo 3’ del partidor forward
corto. TP: temprana; TD: tardia.

Tipo de variedad Partidor Secuencia & > 3’ Amplicén (pb)
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Temprana

Temprana

Temprana

Temprana

Temprana

Temprana

Temprana

Temprana

Tardia

Tardia

Tardia

Tardia

Tardia

Tardia

Tardia

Tardia

TP1FL

TP1FC

TP1 RC

TP1 RL

TP2 FL

TP2 FC

TP2 RC

TP2 RL

TD1FL

TD1FC

TD1RC

TD1RL

TD2 FL

TD2 FC

TD2 RC

TD2 RL

TGTTATAATCAAGCTTGCCTTCAATGA

GGCCCAAACGAATGATAATT

GGCATATCAAACAAAATCACTT

GCAAGCACCTGTCTATCACCTGG

AGTATGGAGAGTTTGGTTTATTGGGT

GGCTCCAAACGAATGATAATT

GGCGTTATAAGCATAAACAAAA

GCAGATCCAACATCAAGTCCCCG

TGTTATAATCAAGCTTGCCTTCAATGA

GGCTCCAAACAAATGATAAAC

GGCATTAAATTTCAATGGTAGAT

TGGCATACAATGCAACTGAAACAA

AGTATGGAGAGTTTGGTTTATTGGGT

GGCCCAAACAAATGATAAAC

GGCATATCAAACAAAATCACTT

ATGGCATACAATGCAACTGAAACAA

FL—RL= 352

FC—RC= 182

FL—~RC= 274

FL—RL= 449

FC—RC= 137

FL—~RC= 358

FL-RL= 457

FC—RC= 313

FL—RC= 404

FL—RL= 588

FC—RC= 182

FL—~RC= 404

3.6. Validacion de partidores.
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La etapa de validacion de los partidores disefiados se llevé a cabo utilizando PCR
convencional con muestras de ADN B. Se promediaron las Tm de cada par de
partidores y sus combinaciones (FL-RL; FCoRC y FLoRC), se probaron
aquellas temperaturas que rondaban la Tm promediada. Ademas, se realizaron
gradientes de temperatura a aquellos pares de partidores que presentaron
resultados no convincentes en la primera etapa. Una vez realizado esto, se
seleccionaron aquellas temperaturas que resultaron en una amplificacion
especifica, es decir, la visualizacion de una sola banda definida. Por otra parte,
se descartaron aquellos pares de partidores que presentaron una amplificacion
no especifica, es decir, la presencia de dos o mas bandas. A la par de esto, se
validoé que el tamafo del amplicdn coincidiera con el esperado. Finalmente, los
resultados obtenidos se organizaron en una tabla, la cual indica aquellos pares
de partidores validados, junto con la Tm final y el tamafio del amplicon en pares

de bases (pb) correspondiente para cada uno (Tabla 2).

Tabla 3.2. Resultado de la validacién de Tm y tamario del amplicén de cada par de partidores.

Pares de partidores Tm final (°C) Amplicén (pb)
TP1 FL&RL 63 352
TP1 FL&RC 58 182
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TP2 FL&RL 62 449

TP2 FC—RC 53 137
TD1 FL-RL 58 457
TD1 FC—RC 54 313
TD1 FL—~RC 58 404
TD2 FC—RC 55 182
TD2 FL-RC 62 404

3.7. Optimizacion del sistema de partidores.

Para evaluar la eficacia y precision del disefo de partidores, se realizaron
amplificaciones por PCR utilizando los conjuntos de partidores TP2 y TD1, con
ADN de una variedad temprana (Royal Lee) y una tardia (Regina), provenientes
de las muestras B. Cada conjunto se prob6 en dos configuraciones: (1) una
estandar con el juego completo de partidores (FL+FC+RC+RL) y (2) una
modificacién que excluyé el partidor reverse largo (FL+FC+RC). Los resultados
revelaron que la configuracion estandar generé amplificaciones inespecificas en
el gel de agarosa, atribuibles a interacciones cruzadas entre los partidores y/o
formacion de dimeros (Fig. 3.6). En contraste, la configuracion optimizada (sin

RL) produjo un patrén de bandas nitidas y especificas, con amplicones de tamaro
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acorde al esperado: una banda correspondiente a la amplificacién con los
partidores internos (FC~RC) en presencia del SNP, y una banda de control
(FLoRC) que validé la eficiencia del ensayo. Este comportamiento fue
particularmente evidente en el conjunto TD1, donde la exclusion del partidor RL
resolvid las interferencias y permitié una interpretacion clara de los resultados
(Fig. 3.6b). En el caso del conjunto TP2, no se observé la banda esperada de
358pb, correspondiente al producto de FL~RC, en ninguna de las dos
configuraciones (Fig. 3.6a). Sin embargo, un posterior reemplazo en el partidor
RC restablecié la amplificacion exitosa de ambos amplicones (FL~RC y FCoRC).
Estos resultados demuestran que la optimizacion del disefio de cebadores
mediante la omision del partidor RL mejora la especificidad del ensayo TSP,
reduciendo la aparicién de productos no deseados y facilitando la identificacion

precisa de SNPs.

29



GeneRuler 1Kb  GeneRuler 100pb (a) TP2 TD1

R.L REG R.L REG CTL- R.L REG R.L REG CTL-

FL+FC+RC+RL FL+FC+RC FL+FC+RC+RL FL+FC+RC

Figura 3.6 Amplificacion PCR de los conjuntos de partidores TP2 (a) y TD1 (b) visualizado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% a 75V por 45min, utilizando ADN “B”. Cada conjunto contiene las dos
configuraciones evaluadas, estandar: FL+FC+RC+RL y optimizada: FL+FC+RC. R.L: Royal Lee; REG:
Regina; CTL-: control negativo; M1kb: Marcador de peso molecular de 1kb; M100pb: Marcador de peso
molecular de 100pb.

Tras el proceso de validacion y optimizaciéon del sistema de partidores, se
establecieron tres configuraciones finales de partidores con potencial de
discriminacion entre variedades tempranas y tardias de Prunus avium (Tabla 3).
Estas combinaciones incluyen: (1) el conjunto TD1 previamente validado (TD1
FL+FC+RC), que demostr6 optimo desempeno en etapas iniciales; (2) la
combinacién TP2-TP1, donde al conjunto TP2 se le reemplazd su RC por el

partidor RC de TP1; y (3) la combinacion TD2-TD1, donde al conjunto TD2 se le
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reemplazé su FL por el partidor FL de TD1. El detalle se puede observar en la

tabla a continuacion:

Tabla 3.3. Conjuntos definitivos de partidores para los andlisis posteriores. En color rojo se destacan los partidores que
fueron incluidos en los nuevos conjuntos.

Conjunto Partidor FL Partidor FC Partidor RC Amplicones esperados (pb)

TP2-TP1 TP2 TP2 TP1 FL—RC= 404; FC—~RC= 183
TD1 TD1 TD1 TD1 FL—RC= 404; FC—~RC= 313

TD2-TD1 TD1 TD2 TD2 FL—~RC= 274; FC—~RC= 182

3.8. Analisis de SNPs mediante PCR.

Los resultados de los analisis de SNPs mediante PCR mostraron un patrén de
amplificacion claro y especifico para los tres conjuntos definidos (Fig. 3.7). En el
caso del conjunto TP2-TP1, se observd un patrén de amplificacién consistente
con lo esperado (Fig. 3.7b). En las variedades tardias (Regina y Kordia), que
carecen del SNP de interés, se observo exclusivamente la banda control de
404pb correspondiente a la amplificacion con los partidores FL&RC y en la
variedad temprana (Royal Lee), portadora del SNP, se detectaron ambas bandas:
la de 404 pb (FL-RC) y la banda especifica de 183 pb (FC~RC), esta ultima

generada unicamente cuando el partidor FC reconoce la secuencia que contiene
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el polimorfismo. En el conjunto TD1 se observaron amplificaciones concordantes
con lo esperado (Fig. 3.7c), con una banda intensa de 313 pb correspondiente al
producto de los partidores FC~RC en la variedad tardia (Regina), confirmando la
presencia del SNP, a la vez que se detecto la banda control de 404 pb (FL-RC)
con menor intensidad. Por el contrario, en la variedad temprana (Royal Lee) solo
se visualizo la banda de 404 pb (FL-RC), indicando la ausencia del SNP. Y por
ultimo en el conjunto TD2-TD1 también mostré las amplificaciones esperadas
(Fig. 3.7d), con una unica banda intensa de 274 pb (FL~RC) en la variedad
temprana (Royal Lee), correspondiente a la banda control, mientras que en las
variedades tardias (Regina y Kordia) se pueden observar ambas bandas: una
banda control de leve intensidad en los 274 pb (FL-~RC) y la banda indicadora
de la presencia del SNP en los 182 pb (FC~RC). Estos resultados validan el
potencial discriminatorio de estos conjuntos de partidores para identificar la
presencia o ausencia del SNP de interés en las diferentes variedades de Prunus

avium.
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(a)GeneRUIer 1Kb GeneRuler 100pb (b)Mlkb M100pb R.L REG KOR
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Mikb M100pb R.L Mi1kb M100pb R.L REG KOR

Figura 3.7 Resultado PCR de los conjuntos de partidores visualizado en gel de agarosa al 2% a 75V por
45min, utilizando ADN “B”. (a) Marcadores de peso molecular (GeneRuler 1Kb/100pb); (b) Conjunto de
partidores TP2-TP1; (c) Conjunto de partidores TD1; (d) Conjunto de partidores TD2-TD1; M1kb: marcador
de peso molecular de 1kb; M100pb: marcador de peso molecular de 100pb; R.L: Royal Lee; REG: Regina;
KOR: Kordia; CTL-: control negativo.
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3.9. Evaluacién del efecto del método de extracciéon y diluciones del ADN
en el analisis qPCR.

Como resultado de la evaluacion del efecto del método de extraccién y diluciones
del ADN, se pudo observar que los perfiles de disociacion obtenidos mediante
gPCR-HRM mostraron diferencias sutiles pero consistentes en las Tm entre los
tipos de ADN (A y B) y las variedades analizadas (Royal Lee y Regina). En la
variedad Royal Lee, las Tm se mantuvieron relativamente estables en todas las
diluciones (Tabla 4). EI ADN A presento variaciones de 0.15°C y 0.03 °C entre
diluciones, mientras que el ADN B mostré variaciones de 0.16 °C y 0.08 °C. Al
comparar entre métodos de extraccion, las Tm también fueron estables, con
diferencias minimas de 0.01°C, 0°C y 0.05°C para las diluciones 1:1, 1:10 y
1:100, respectivamente. En la variedad Regina, se observé un comportamiento
similar en el ADN A, con variaciones de 0.15°C y 0.08 °C entre diluciones. En
cambio, el ADN B mostr6 un leve aumento en la variabilidad, con diferencias de
0.34°C y 0.12 °C entre diluciones, y de 0.09 °C, 0.28 °C y 0.32 °C entre métodos
de extraccion. Estas diferencias se reflejaron visualmente en las curvas de
melting (Fig. 3.8): las lineas roja y morada (diluciéon 1:1) mostraron perfiles
practicamente superpuestos; las lineas naranja y celeste (1:10) presentaron una
ligera separacion, y las lineas amarilla y verde (1:100) una mayor divergencia,
especialmente en el ADN B de Regina. Como se indica en la Tabla 4, el método

de extraccion y la dilucion del ADN no generaron un impacto significativo en las
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Tm, ya que las variaciones se mantuvieron en torno a los 0.15 °C. No obstante,
considerando que el ADN B de la variedad Regina presenté mayores
discrepancias, se establecié un umbral conservador de +0.2 °C como criterio de
confianza para futuras clasificaciones varietales mediante HRM. Este margen

permitira diferenciar entre variaciones técnicas (derivadas del método o la

dilucion) y diferencias genéticas reales entre variedades.
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Figura 3.8 Perfiles de HRM de ADN “A” y “B” de las variedades Royal Lee y Regina obtenidos mediante
gPCR. Las curvas representan las diluciones seriadas (1:1, 1:10, 1:100) para cada tipo de ADN: curva

morada y roja (1:1), celeste y naranja (1:10), verde y amarilla (1:100). (a) Royal Lee con ADN “A”; (b) Regina
con ADN “A”; (c) Royal Lee con ADN “B”; (d) Regina con ADN “B”.
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Tabla 3.4. Tm obtenidas por gPCR-HRM a partir de los ADN “A”y “B” para las variedades Royal Lee (R.L) y Regina (REG)
en funcion del método de extraccion y dilucion (1:1; 1:10 y 1:100).

Dilucién/ADN RL(A) R.L (B) REG (A) REG (B)
11 77.50°C 77.49°C 76.99°C 77.08°C
1:10 77.65°C 77.65°C 77.14°C 77.42°C
1:100 77.68°C 77.73°C 77.22°C 77.54°C

3.9.1. Analisis de SNPs mediante gPCR-HRM.

Se procedié a realizar los analisis de SNPs mediante gPCR-HRM. Durante la fase
preliminar, se descarto el conjunto TD1 debido a un perfil de fusion no especifico,
caracterizado por dos temperaturas de melting bien definidas (~78 °C y ~80 °C),
indicativas de productos inespecificos. Por lo tanto, se continué el analisis con

los conjuntos TP2-TP1y TD2-TD1.

El analisis del conjunto de partidores TP2-TP1 permitio diferenciar eficientemente
las cuatro variedades estudiadas, mostrando patrones de amplificacion y fusiéon
caracteristicos para cada genotipo (Fig. 3.9). Las curvas de amplificacion (Fig.
3.9a) mostraron patrones cinéticos diferenciados entre variedades: Royal Lee y

Royal Dawn exhibieron una fase exponencial mas abrupta y mesetas mas altas
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que Kordia y Regina, sugiriendo mayor abundancia inicial del target. Los
parametros de eficiencia de PCR fueron adecuados (0.86—0.89) y los coeficientes
de correlacién (R?) fueron consistentemente altos (= 0.99999). Los valores de Cq
confirmaron la variabilidad entre genotipos: Royal Lee mostré el valor mas bajo
(20.34 £0.03), seguido de Royal Dawn (20.96 +£0.06), mientras que Regina
(23.59+£0.13) y Kordia (23.77 £ 0.03) requirieron un mayor numero de ciclos para
alcanzar el umbral de deteccion (threshold) (Fig. 3.9b). Esta variacion en los Cq
sugiere diferencias en la cantidad de ADN inicial o en la eficiencia de union de

los partidores entre variedades.

El analisis HRM (Fig. 3.9c) mostrd patrones de fusion distintivos para cada
variedad, con Royal Dawn y Royal Lee exhibiendo transiciones a temperaturas
mas altas (~77.6°C) comparadas con Regina (REG) y Kordia (KOR) (~77.1°C).
Las diferencias en la pendiente de las curvas sugieren variaciones en la
estabilidad térmica de los amplicones, consistente con polimorfismos en la
secuencia diana. El analisis de la curva de melting complementé estos hallazgos
(Fig. 3.9d), revelando perfiles térmicos diferenciados. Royal Dawn y Royal Lee
mostraron temperaturas de fusién similares (77.62-77.65°C), significativamente
mas altas que Regina y Kordia (77.16°C-77.18°C) (Tabla 5). Estas variaciones
térmicas son indicativas de polimorfismos en la regiéon amplificada, y su

reproducibilidad fue alta entre réplicas (ATm < 0.02 °C; o < 0.03).
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Figura 3.9 Anélisis de qPCR-HRM a partir de ADN “A” para diferenciacion de variedades usando conjunto
de partidores TP2-TP1. (a) Curva de amplificacion: Fluorescencia normalizada vs ciclos. Linea roja horizontal
indica el threshold para determinacién de Cq; (b) Resultados cuantitativos de la curva de amplificacion; (c)
Analisis de High Resolution Melting (HRM): Curvas de fusion normalizadas en rango estrecho (75-79°C); (c)
Curva de Melt derivada (-dF/dT) mostrando picos de temperatura de fusién (Tm).

Tabla 3.5. Tm obtenidas a partir del HRM para el conjunto de partidores TP2-TP1 para las cuatro variedades analizadas,

utilizando ADN “A”.

Variedad

Tm (°C)
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Royal Dawn 77.61

Royal Dawn 77.63
Royal Lee 77.65
Royal Lee 77.64

Regina 7715
Regina 77.16
Kordia 77.18
Kordia 77.18

Por otro lado, el analisis del conjunto de partidores TD2—TD1 permitio la correcta
discriminacion de las cuatro variedades evaluadas (Fig. 3.10). La curva de
amplificacion (Fig. 3.10a) mostro diferencias marcadas en la cinética de la PCR:
Royal Lee y Royal Dawn alcanzaron el umbral de deteccién significativamente
antes (alrededor del ciclo 18), en comparacién con Regina y Kordia (ciclo 21).
Las curvas presentaron fases exponenciales bien definidas con pendientes
homogéneas y transiciones suaves hacia la fase de meseta, en concordancia con
las eficiencias observadas (87—-89%), lo que indica una amplificacién eficiente y
libre de inhibidores. Los valores de Cq reflejan estas diferencias cinéticas (Fig.
3.10b): Royal Lee mostré la amplificaciéon mas temprana (Cq = 18.22 = 0.01),

seguida por Royal Dawn (18.86 + 0.08), mientras que Regina (21.15 £ 0.11) y
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Kordia (21.28 £ 0.08) presentaron valores significativamente mas altos. Todos los
ensayos mantuvieron parametros técnicos dentro del rango 6ptimo (eficiencia

entre 87-89% y R? 2 0.99999), confirmando la solidez del sistema.

El analisis HRM (Fig. 3.10c) revelé perfiles de fusion distintivos para cada
variedad. Royal Dawn y Royal Lee presentaron curvas similares, con sutiles
diferencias en la pendiente alrededor de los 77 °C. Por su parte, Regina y Kordia
mostraron perfiles de desnaturalizacion claramente diferentes, caracterizados
por un inicio de fusién mas temprano (~76 °C) y transiciones mas graduales, lo
cual sugiere una menor estabilidad térmica del amplicon en estas variedades. El
grafico de melting derivado (Fig. 3.10d) fue particularmente revelador, ya que
permitié visualizar con claridad los maximos de fusiéon de cada genotipo. Royal
Lee y Royal Dawn compartieron temperaturas de fusion similares (~77.5 °C),
aunque Royal Lee mostréo una curva mas estrecha y simétrica, lo que podria
indicar mayor homogeneidad en su secuencia. En contraste, Regina y Kordia
exhibieron temperaturas de fusién consistentemente mas bajas (~77.0 °C), con
formas de curva mas amplias y asimétricas. Las Tm diferenciales se detallan en
la Tabla 6. Estas diferencias térmicas sustentan la capacidad discriminativa del
sistema HRM para distinguir entre las cuatro variedades analizadas, confirmando

su aplicabilidad en estudios de genotipado varietal.
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Figura 3.10 Analisis de gqPCR-HRM a partir de ADN “A” para diferenciacion de variedades usando conjunto
de partidores TD2-TD1. (a) Curva de amplificacion: Fluorescencia normalizada vs ciclos. Linea roja
horizontal indica el threshold para determinaciéon de Cq; (b) Resultados cuantitativos de la curva de
amplificacion; (c) Analisis de High Resolution Melting (HRM): Curvas de fusién normalizadas en rango
estrecho (75-79°C); (d) Curva de Melt derivada (-dF/dT) mostrando picos de temperatura de fusién (Tm).

Tabla 3.6. Tm obtenidas a partir del HRM para el conjunto de partidores TD2-TD1 para las cuatro variedades
analizadas, utilizando ADN “A”.

Variedad Tm (°C)

Royal Dawn 77.52
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Royal Dawn 77.50

Royal Lee 77.55
Royal Lee 77.53
Regina 77.00
Regina 77.02
Kordia 77.09
Kordia 77.09

3.10. Extrapolacién de resultados a variedades no analizadas in silico.

Con el objetivo de evaluar la capacidad predictiva de la regidon seleccionada mas
alla de las cuatro variedades analizadas in silico, se extendié el analisis a un
conjunto de nuevas variedades de cerezo no incluidas previamente en el estudio
bioinformatico. A estas nuevas variedades se les aplicd el mismo protocolo
experimental: se realizaron extracciones de ADN gendmico seguidas de analisis
por PCR convencional y gPCR-HRM utilizando los conjuntos de partidores
previamente optimizados y validados. Esta aproximacion permitio evaluar el
comportamiento de la regién amplificada en un contexto genético mas amplio,
con el fin de determinar la capacidad predictiva y discriminativa del sistema mas

alla del grupo de estudio original.
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3.10.1. Extraccion de ADN genémico.

Los resultados de la extraccidon de ADN mostraron diferencias en la calidad y
cantidad del material genético obtenido entre las variedades analizadas, las
cuales fueron Brooks, Cristobalina y Mini Royal, correspondientes a variedades
tempranas, y Sweetheart, Staccato y Schneider, correspondiente a variedades
tardias. En la primera extraccion (Fig. 3.11a), las variedades tempranas Brooks
y Cristobalina presentaron bandas tenues, lo que indicé una baja concentracion
del ADN, mientras que Mini Royal presentd bandas un poco mas intensas y
Sweetheart, exhibié bandas bien definidas, confirmando una extraccion exitosa
para estas. Para mejorar los resultados de las primeras dos, se repitio el proceso
de extraccion (Fig. 3.11b) y se le sumaron Staccato y Schneider. En esta segunda
extraccion, Brooks aumentd significativamente la intensidad de sus bandas y
Cristobalina aumenté levemente. Staccato mostré una intensidad similar a

Cristobalina mientras que Schneider presenté bandas ligeramente mas intensas.
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@@ A\ BRO BRO CRI CRI MR MR SH

BRO BRO CRI CRI STA STA SCH SCH CTL-

Figura 3.11 ADN gendémico “C” de las seis variedades nuevas, visualizado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% en TAE 1X a 75V por 45min. A: ADN lambda; BRO: Brooks; CRI: Cristobalina; M.R: Mini
Royal; SH: Sweetheart; STA: Staccato; SCH: Schneider; CTL-: control negativo.

3.10.2. Amplificacion PCR y analisis gPCR-HRM.

Las variedades no consideradas en el analisis in silico fueron evaluadas mediante
PCR convencional utilizando ambos conjuntos de partidores (TP2-TP1 y TD2-
TD1) previamente validados. En el gel correspondiente al conjunto TP2-TP1 (Fig.

3.12a), se observaron los patrones esperados: dos bandas en Royal Dawn y
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Royal Lee, correspondientes a la banda control y al SNP de interés, y una uUnica
banda en Regina y Kordia, lo cual concuerda con la presencia del SNP en
variedades tempranas. En las variedades BRO, CRI, STA y SCH no se observé
ninguna banda amplificada. En M.R. se observd solo la banda del SNP, sin
presencia de banda control, mientras que SH presenté ambas bandas, resultado

no esperado para una variedad tardia.

En el gel correspondiente al conjunto TD2-TD1 (Fig. 3.12b), se observo el patron
opuesto, coherente con la presencia del SNP en variedades tardias. En este
caso, RD y RL presentaron unicamente la banda control, mientras que REG y
KOR mostraron las dos bandas esperadas. Al igual que en el analisis anterior,
BRO, CRI, STA y SCH no mostraron amplificacion detectable. M.R. presenté
unicamente la banda control, lo cual es consistente con su genotipo esperado,
mientras que SH mostré también solo la banda control, en contradiccién con su

caracter de variedad tardia.
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Figura 3.12 Amplificaciéon mediante PCR convencional a partir de ADN “C” con los conjuntos de partidores
TP2-TP1 (a) y TD2-TD1 (b) en variedades de cerezo no incluidas en el analisis in silico. R.D: Royal Dawn;
R.L: Royal Lee; BRO: Brooks; CRI: Cristobalina; M.R: Mini Royal; STA: Staccato; SCH: Schneider; SH:
Sweetheart.

Por otro lado, los resultados obtenidos mediante gqPCR-HRM para el conjunto
TP2-TP1 mostraron informacién relevante para las diez variedades analizadas.

En el grafico de amplificacion (Fig. 3.13a), las curvas mostraron una fase
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exponencial bien definida en todas las variedades, con pendientes consistentes
y una transicion suave a la meseta, lo que confirma la ausencia de inhibidores y
la robustez de las reacciones. Los parametros cuantitativos (Fig. 3.13b)
respaldaron la calidad del analisis con eficiencias dentro del rango éptimo (87-
88%) y valores de R? cercanos a 1.0. El analisis HRM (Fig. 3.13c) reveld patrones
de fusion diferenciados en dos grupos principales. El primer grupo (R.D, R.L,
BRO, M.R, STA y S.H) exhibi6é temperaturas de fusion (Tm) elevadas (~77.69-
77.73°C), mientras que el segundo grupo (REG, KOR, CRI y SCH) mostré Tm

mas bajas (~77.20-77.40°C) (Tabla 7).

En el caso del conjunto de partidores TD2-TD1, en el grafico de amplificacién y
tabla de resultados (Fig. 3.14a-b) se observé que la variedad Royal Lee, Brooks
y Royal Dawn alcanzaron la fase exponencial mas rapidamente (Cq ~21-24). Por
el contrario, Cristobalina, Mini Royal y Staccato mostraron los valores de Cq mas
altos (Cq ~26-27), sugiriendo una menor abundancia inicial del ADN diana. El
analisis de la curva de melt (Fig. 3.14d) revel6 dos grupos principales segun sus
Tm al igual que para el conjunto TP2-TP1. El primer grupo, con las Tm mas altas
(77.69-77.73°C), incluy6é a Royal Dawn, Royal Lee, Brooks, Mini Royal, Staccato
y Sweetheart, mientras que Regina, Kordia, Cristobalina y Schneider formaron un

segundo grupo con las Tm mas bajas (77.20-77.40°C) (Tabla 8).
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En el caso de ambos conjuntos (TP2-TP1 y TD2-TD1) y considerando el umbral
previamente establecido de +0.2 °C como criterio de confianza, los resultados se
traducen en una correcta diferenciacion de las variedades Royal Dawn, Royal
Lee, Regina, Kordia, Brooks, Mini Royal y Schneider; dejando fuera de los valores

de Tm esperados a Cristobalina, Staccato y Sweetheart.

48



(a) Cycling Analysis

3162 - /f/’ (b) Results

" 7 Sample Cqg Effici... R?
. 10,00 R.D 24,26 0,88 1,00000
4 /2

£ v v RL 2179 087 099999
E 316 7 Y/ 2 ’/ zuzz| REG 2467 0,88 099998
3 // / y T752] KOR 2501 0,88 1,00000
= / )

B 100 A AR BRO 2422 088 099990
5 CRI 2711 0,87 | 1,00000
ZE 0307] MR 28,73 0,87  0,99999

k=]
]
[i¥]

// - STA 2684 0,87 1,00000

///// SCH 2549 0,88 099999

010 o S.H 2576 0,87 0,00000
/// ///

0,03 /

10 15 20 25 30 35
Cycles

() High resolution Melt (d) Melt Analysis
=~ T Y A o A

1;E;eo L] \ \‘\“r\ LV gms // 0 \ \
z3o i ‘ 3 i o005 / \\

20 ‘ \ﬁ_‘_—'_: | ==.===/ \\

76 76,5 n s 78 785 1 I 7 76 m k3 T 80
Temperature (°C) Temperature ("C)
. Royal Dawn . Regina . Brooks Mini Royal B schneider
. Royal Lee . Kordia Cristobalina . Staccato . Sweetheart

Figura 3.13 Analisis de qPCR-HRM a partir de ADN “C” para diferenciacion de variedades usando conjunto
de partidores TP2-TP1. (a) Curva de amplificacién: Fluorescencia normalizada vs ciclos. Linea roja
horizontal indica el threshold para determinacion de Cq; (b) Resultados cuantitativos de la curva de
amplificacion; (c) Analisis de High Resolution Melting (HRM): Curvas de fusion normalizadas en rango
estrecho (76-79°C); (d) Curva de Melt derivada (-dF/dT) mostrando picos de temperatura de fusiéon (Tm).

Tabla 3.7. Tm obtenidas a partir del HRM del conjunto de partidores TP2-TP1 para las diez variedades analizadas,
utilizando ADN “C”. En rojo se muestran aquellas Tm que salen de los valores esperados para su variedad.

Variedad Tm (°C)
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Royal Dawn

Royal Lee

Regina

Kordia

Brooks

Cristobalina

Mini Royal

Staccato

Schneider

Sweetheart

77,70

77,69

77,22

77,20

77,69

77,40

77,73

77,73

77,36

77,70
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Figura 3.14 Analisis de qPCR-HRM a partir de ADN “C” para diferenciacion de variedades usando conjunto
de partidores TD2-TD1. (a) Curva de amplificacién: Fluorescencia normalizada vs ciclos. Linea roja
horizontal indica el threshold para determinacion de Cq; (b) Resultados cuantitativos de la curva de
amplificacion; (c) Analisis de High Resolution Melting (HRM): Curvas de fusion normalizadas en rango
estrecho (76-79°C); (d) Curva de Melt derivada (-dF/dT) mostrando picos de temperatura de fusion (Tm).

Tabla 3.8. Tm obtenidas a partir del HRM del conjunto de partidores TD2-TD1 para las diez variedades analizadas,
utilizando ADN “C”. En rojo se muestran aquellas Tm que salen de los valores esperados para su variedad.

Variedad Tm (°C)

51



Royal Dawn

Royal Lee

Regina

Kordia

Brooks

Cristobalina

Mini Royal

Staccato

Schneider

Sweetheart

77,47

77,53

77,00

77,05

77,33

77,13

77,49

77,36

77,05

77,51
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IV. DISCUSION

4.1. Validacion de SNPs como herramienta discriminatoria.

Uno de los principales objetivos de esta investigacion es determinar si
polimorfismos de nucledtido unico (SNPs) identificados mediante secuenciacion
de tercera generacion pueden emplearse como marcadores moleculares para
discriminar variedades de cerezo dulce (Prunus avium) con distinto nivel de
precocidad. Los resultados respaldan esta hipotesis, evidenciando una
diferenciacion consistente entre variedades tempranas y tardias tanto por PCR

convencional como mediante High Resolution Melting (HRM).

La seleccion de variantes con potencial discriminativo se fundamenta en datos
de secuenciacion de tercera generacion obtenidos con tecnologia Oxford
Nanopore, capaz de caracterizar SNPs con alta resolucién, incluso en genomas
complejos (Bello Ribeiro, 2016; Logsdon et al., 2020). Esta plataforma permite
identificar SNPs localizados dentro de regiones continuas que se expresan de
forma consistente entre variedades, lo que incrementa la probabilidad de que
formen parte de bloques heredados o haplotipos asociados a rasgos fenotipicos.
De las tres regiones candidatas detectadas, se selecciona aquella con multiples
SNPs presentes en variedades tardias y ausentes en tempranas, evitando zonas

con alto contenido de GC, polimorfismos no deseados o espacios sin cobertura
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que pudieran comprometer la fiabilidad del marcador. Este enfoque es coherente
con estudios como el de Kishor et al. (2021) en pepino, donde SNPs en regiones

conservadas permitieron discriminar rasgos comerciales como el color de piel.

El analisis bioinformatico indica que la region seleccionada codifica una proteina
ortdloga a la isopenteniltransferasa (IPT) en Prunus persica, enzima clave en la
biosintesis de citoquininas. Estas hormonas participan en procesos como la
divisién celular y la maduracion de frutos ((Matsuo et al., 2012; Mujica et al., 2020;
Sutton, 2019), y su modulacion puede alterar el tiempo de maduracion. La ruta
“Zeatin biosynthesis” (KEGG pper00908) en la que interviene la IPT ha sido
vinculada a la regulacion temporal de la maduracién en durazno, donde niveles
endbégenos elevados en etapas tempranas y la aplicacion exdégena en fases
tardias pueden retrasar la maduracion. Por tanto, es plausible que los SNPs
detectados modifiquen la actividad enzimatica o el patréon de produccién de
citoquininas, contribuyendo a las diferencias observadas entre variedades de

distinta precocidad.

El disefio de partidores para detectar estos SNPs se realiza mediante la
metodologia Temperature Switch PCR (TSP) (Tabone et al., 2009), que combina
partidores con distinta Tm para permitir una amplificacion inicial de la region diana
y una posterior discriminacién alélica. Los partidores forward cortos (FC) se

disefian con los SNPs clave posicionados en el extremo 3’, lo que incrementa la
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especificidad en PCR alelo-especifica (Liu et al., 2012). Aunque el disefo
estandar incluye cuatro partidores (FL, RL, FC y RC), la eliminacion del RL reduce
productos inespecificos y la formacién de dimeros, manteniendo Ia
discriminacion, de forma similar a lo observado en optimizaciones de PCR

multiplex (Xie et al., 2022).

Las configuraciones finales optimizadas (TP2-TP1, TD1 y TD2-TD1; Tabla 3)
generan, en PCR convencional, patrones de bandas especificos y reproducibles
que diferencian con alta precision variedades tempranas y tardias, en
concordancia con estudios que validan electroforesis en gel como herramienta
de identificaciéon varietal (Mufoz-Espinoza et al., 2017; Abdel-Hameed et al.,
2020). Previo a la validacion por HRM, se evalua la influencia del método de
extraccién y la dilucion del ADN, observandose que las variaciones en la
temperatura de melting (Tm) se mantienen dentro del umbral técnico de +0,2 °C
propuesto por Liew et al. (2004), lo que confirma que las diferencias observadas
entre variedades no se deben a variaciones técnicas. Este umbral se adopta
como criterio de confianza para la clasificacion. EI método de extraccion A
muestra mayor consistencia que el B, posiblemente por una menor coextraccion
de polisacaridos o polifenoles, compuestos que inhiben la PCR (Marsal et al.,

2013).
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En gPCR-HRM, los conjuntos TP2-TP1 y TD2-TD1 producen perfiles de fusion
robustos, con diferencias de Tm de aproximadamente 0,5 °C entre variedades
tempranas y tardias (Tablas 5 y 6), margen suficiente para una clasificacién fiable
(Wittwer, 2009; Simko, 2016). La combinacion FL—RC se selecciona
estratégicamente por abarcar regiones con multiples SNPs sin exceder los 400
pb, rango optimo para HRM, dado que amplicones mas largos reducen la
sensibilidad (Simko, 2016). La reproducibilidad técnica es elevada (ATm < 0,02

°C entre réplicas), lo que refuerza la fiabilidad del sistema.

Estos resultados concuerdan con trabajos que validan HRM para la
diferenciacién genética. En Prunus avium, Mufioz-Espinoza et al. (2017) emplean
HRM para identificar haplotipos S40 asociados a autocompatibilidad, mientras
que Chen et al. (2022) demuestran su utilidad para autenticar Dendrobium
officinale y Liew et al. (2004) confirman que incluso diferencias de Tm de 0,2 °C
permiten discriminar genotipos en SNPs humanos. En conjunto, la metodologia
aplicada en este estudio presenta una resolucion suficiente y estable para
diferenciar genotipos estrechamente relacionados y con posible relevancia

funcional en la regulacion de la precocidad del cerezo dulce.

4.2. Consistencia en variedades no incluidas in silico.
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Con el fin de evaluar la aplicabilidad del marcador mas alla de las variedades
analizadas in silico (Royal Dawn, Royal Lee, Regina y Kordia), el analisis se
extiende seis cultivares adicionales de Prunus avium: Brooks, Mini Royal y
Cristobalina (tempranas), junto con Sweetheart, Staccato y Schneider (tardias).
El objetivo es determinar si el patréon de discriminacion observado en las
variedades de referencia se mantiene en un espectro genético mas amplio,
validando asi el marcador como herramienta predictiva. El ADN se extrae a partir
de tejido foliar siguiendo el protocolo optimizado para las muestras tipo A. Debido
al transporte interregional del material, se observa oxidacion foliar en algunas
muestras, lo que puede haber comprometido parcialmente la integridad del ADN.
Aun asi, las concentraciones y pureza obtenidas fueron suficientes para ejecutar

los ensayos de PCR convencional y gPCR-HRM.

En PCR convencional, los resultados son heterogéneos. Mini Royal presenta un
patron de bandas congruente con su clasificacion como variedad temprana en
ambos conjuntos de partidores (TP2-TP1 y TD2-TD1). Cuatro variedades no
muestran amplificacién detectable, lo que sugiere la presencia de polimorfismos
adicionales en las regiones de anclaje de los partidores que impiden la hibridacion
eficiente, fendbmeno ampliamente documentado en PCR alelo-especifica
(Graham et al., 2005). Un caso particular es Sweetheart, que muestra el patron
esperado para variedades tempranas a pesar de su clasificacion como tardia,

indicando un posible haplotipo alternativo o una recombinacion en la region
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evaluada. Casos similares se han descrito en vid, donde la presencia de variantes
no contempladas en el disefio de marcadores produjo genotipados discordantes

con la clasificacion fenotipica (Abdel-Hameed et al., 2020).

El analisis por gqPCR-HRM resulta mas informativo. En conjunto, siete de las diez
variedades analizadas presentaron temperaturas de melting (Tm) congruentes
con su grupo de precocidad esperado. Sin embargo, Cristobalina, Staccato y
Sweetheart mostraron Tm propias de variedades tempranas pese a su
clasificacion como tardias. El control de calidad del analisis descarta que estas
desviaciones se deban a variaciones técnicas, ya que las diferencias observadas
superan el umbral técnico aceptable de +0,2 °C (Liew et al., 2004), confirmando

que son atribuibles a factores genéticos y no a ruido experimental.

Un aspecto relevante es que estas tres variedades con comportamiento atipico
comparten la caracteristica de autocompatibilidad, rasgo poco frecuente en P.
avium. Esta coincidencia sugiere que el locus IPT-like analizado podria estar
implicado no solo en la precocidad, sino también en procesos reproductivos. La
literatura respalda esta posibilidad, en estudios en petunia y tomate, niveles
elevados de citoquininas, hormonas cuya sintesis depende de IPT, se han
vinculado a la detencion del crecimiento del tubo polinico en sistemas
autoincompatibles (Zakharova et al., 2023). Es plausible que variantes

regulatorias o estructurales en esta region hayan contribuido a la transicidén hacia
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la autocompatibilidad, afectando simultaneamente patrones de maduracion.
Estudios en otros frutales también han documentado casos donde un marcador
disefado para un rasgo agronodmico presenta asociacion indirecta con caracteres
reproductivos. En durazno, Mujica et al. (2020) demuestran que genes
reguladores de citoquininas, inicialmente estudiados por su efecto en
maduracion, también influyen en la viabilidad polinica y el cuajado. De forma
similar, en manzano, Wang et al. (2023) identifican que haplotipos asociados a
firmeza postcosecha coinciden con variaciones en genes implicados en auto-
incompatibilidad. Esta observacion, si bien preliminar, refuerza la idea de que la
region estudiada podria tener funciones pleiotropicas, actuando tanto en la

regulacion de la maduracion como en la reproduccion.

Si los SNPs identificados se localizan dentro de intrones, como ocurre
frecuentemente en genes reguladores, es posible que actuen como elementos
de control de splicing alternativo o como secuencias moduladoras de la expresion
génica, lo que explicaria el comportamiento diferencial observado. Para validar
esta hipotesis se requiere una caracterizacion mas profunda de la region,
incluyendo la secuenciacion completa del gen en estas variedades, asi como
analisis de expresion génica y cuantificacion hormonal. Tales estudios permitirian
determinar si existe una relacion funcional entre la region gendémica analizada, la
autocompatibilidad y la precocidad, o si las diferencias observadas responden a

mecanismos independientes pero colocalizados. En cualquier caso, los
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resultados obtenidos en esta etapa de validacion externa destacan la importancia
de considerar el contexto genético y fisioldgico de cada cultivar al momento de
aplicar herramientas moleculares para la identificacion varietal y la seleccion

asistida por marcadores (Wunsch, A., 2003).

4.3. Impacto del método de extraccion de ADN en la estabilidad de los
resultados.

La calidad del ADN utilizado en gPCR-HRM influye directamente en la
reproducibilidad y confiabilidad de los perfiles de fusién. Por este motivo, se
evalua el efecto del método de extraccién y de la concentracion del ADN sobre
la estabilidad de las temperaturas de melting (Tm), a fin de determinar si estas
variables pueden introducir sesgos en la interpretacion de diferencias genéticas

entre variedades.

Se comparan dos métodos de extraccidon (A y B) y tres diluciones (1:1, 1:10 y
1:100), observandose que las variaciones de Tm entre métodos y diluciones se
mantienen dentro del umbral técnico de +0,2 °C definido por Liew et al. (2004)
como limite de variabilidad aceptable en ensayos de alta sensibilidad. Este
comportamiento indica que el sistema presenta robustez frente a cambios

moderados en la calidad y concentracion del ADN.
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No obstante, se detecta una mayor variabilidad en la variedad Regina cuando se
utiliza ADN extraido con el método B. Este patron sugiere la posible presencia de
inhibidores residuales como polisacaridos o polifenoles, compuestos comunes en
tejidos vegetales lefiosos y frutos que interfieren con la actividad de la ADN
polimerasa (Marsal et al.,, 2013). Dichos contaminantes pueden afectar la
eficiencia de amplificacion y modificar la estabilidad térmica del amplicén,
alterando asi la Tm registrada. El mejor desempefio del método A podria
atribuirse a una mayor eficiencia en la eliminacion de estos compuestos,

proporcionando un ADN mas puro y con resultados mas consistentes.

En HRM, la influencia de la concentracion del ADN sobre la Tm suele ser limitada,
ya que la amplificacion hasta la fase plateau tiende a homogeneizar diferencias
iniciales de concentracion (Liew et al., 2004). Sin embargo, la reproducibilidad
mejora cuando las muestras se cuantifican y ajustan a una concentracién
uniforme, minimizando el ruido técnico (Simko, 2016). Por este motivo, en los
analisis posteriores se emplea ADN sin diluciones innecesarias, priorizando la

concentracion Optima determinada experimentalmente.

Estos resultados confirman que, aunque la técnica tolera variaciones moderadas
en pureza y concentracion, la calidad del ADN sigue siendo un factor critico para
maximizar la resolucion en qPCR-HRM. En un contexto de aplicacion practica, la

estandarizacién del método de extraccion y el control de calidad del ADN previo
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al analisis constituyen pasos esenciales para garantizar la fiabilidad del

diagndstico molecular.

4.4. Limitaciones y consideraciones para aplicaciones futuras.

Los resultados indican que el marcador presenta alta capacidad discriminativa en
las variedades de referencia, pero su aplicabilidad podria estar restringida a un
subconjunto genético especifico. La presencia de perfiles moleculares atipicos
en algunas variedades sugiere que el locus IPT-like podria no ser universalmente

predictivo de la precocidad en Prunus avium.

Para confirmar su alcance real, es necesario ampliar la validacién a una coleccién
mas diversa de variedades, incorporando diferentes origenes genéticos y
antecedentes parentales. Esta validacion debe incluir pruebas en condiciones
ambientales contrastantes para determinar la robustez del marcador frente a
variabilidad climatica y de manejo. Asimismo, futuros trabajos deberian
contemplar un mayor numero de replicaciones técnicas para reforzar la
consistencia estadistica de los resultados y evaluar otros posibles polimorfismos
que complementen la identificacion varietal, ya que el uso de multiples
marcadores incrementa la capacidad de discriminacion y reduce falsos negativos

en genotipado (Wittwer, 2009; Simko, 2016).
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En caso de implementarse en contextos productivos, la metodologia requerira
protocolos estandarizados para extraccion de ADN, control de calidad de
muestras y analisis de datos. Ademas, se sugiere establecer un umbral
conservador para diferenciar variaciones técnicas atribuibles al método de
extraccion o a la calidad del ADN, considerando que contaminantes como
polifenoles y polisacaridos pueden interferir con la actividad de la polimerasa y
alterar las temperaturas de melting (Marsal et al.,, 2013), y que diferencias
técnicas inferiores a +0,2 °C en HRM pueden considerarse ruido experimental

(Liew et al., 2004).

Desde una perspectiva de investigacion aplicada, es fundamental garantizar la
reproducibilidad interlaboratorio, evaluando el desempefio del marcador en
centros con equipamiento y operadores distintos para validar su transferibilidad.
Asimismo, se recomienda integrar este marcador con analisis genomicos de
mayor resolucion, como genotyping-by-sequencing (GBS) o secuenciacién
dirigida (targeted resequencing), los cuales permiten confirmar SNPs, detectar
polimorfismos adicionales y caracterizar completamente regiones gendémicas de
interés (Logsdon et al.,, 2020; Porubsky & Eichler, 2024). De forma
complementaria, se recomienda realizar estudios funcionales adicionales para
validar el efecto causal del SNP, incluyendo ensayos de expresion génica,
cuantificacion de citoquininas y edicion génica dirigida (por ejemplo,

CRISPR/Cas9). La caracterizacion mas profunda del gen homologo a IPT3
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permitiria dilucidar su rol en la regulacion de la precocidad y en la interaccién con
otras rutas hormonales, aportando evidencia directa sobre su participacion en el

fenotipo.

Para su integracion en programas de mejoramiento y certificacion varietal, este
marcador deberia implementarse junto con datos fenotipicos de referencia,
permitiendo calibrar y ajustar la interpretacion de los perfiles moleculares. La
combinacion de una validacion genética mas amplia, la incorporacion de
marcadores complementarios y el establecimiento de estandares operativos
permitira determinar con precision el valor del marcador como herramienta de
seleccion asistida por marcadores (MAS) y su potencial integracion en
estrategias de identificacion varietal a nivel comercial (Zakharova et al., 2023;

Muijica et al., 2020; Wang et al., 2023).
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V. CONCLUSIONES

La validacion de los conjuntos de partidores TP2-TP1 y TD2-TD1, disefiados a
partir de un SNP identificado en datos de secuenciacion de tercera generacion y
optimizados mediante la metodologia Temperature Switch PCR (TSP), demostrd
una alta eficacia para discriminar variedades de cerezo dulce (Prunus avium) con
precocidad contrastante. Mediante PCR convencional se obtuvieron patrones de
amplificacion especificos y reproducibles, mientras que el analisis por qPCR-
HRM permitié diferenciar consistentemente variedades tempranas (Royal Dawn,
Royal Lee) y tardias (Regina, Kordia) a partir de temperaturas de fusion

caracteristicas.

La aplicacion del protocolo a un grupo ampliado de variedades no incluidas en el
analisis in silico confirmé su versatilidad para la identificacion varietal temprana,
logrando clasificar correctamente la mayoria de los genotipos. Sin embargo, en
variedades autocompatibles como Sweetheart, Staccato y Cristobalina se
detectaron discrepancias en los perfiles de amplificacién y temperaturas de fusion
esperadas. Estas diferencias podrian deberse a la presencia de polimorfismos
adicionales en las regiones de anclaje de los partidores o a una posible
interaccién genética entre los mecanismos de autocompatibilidad y la precocidad,
lo que abre una linea de investigacion complementaria. Asimismo, factores

técnicos como la calidad variable del ADN extraido de tejido foliar, posiblemente
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afectada por oxidaciéon durante el transporte, también pudieron influir en la

resolucién de los analisis de gPCR-HRM.

El conjunto de SNPs validados se localiza en un gen ortélogo a la
isopenteniltransferasa (IPT), implicado en la biosintesis de citoquininas,
hormonas asociadas al desarrollo y maduracion de frutos. Su potencial como
marcador molecular en etapas tempranas del ciclo de cultivo es significativo,
pues puede contribuir a optimizar la planificacién productiva, reducir los tiempos
de seleccién en programas de mejoramiento genético y reforzar las estrategias
de manejo varietal en la industria cerecera. La validacion en un espectro mas
amplio de germoplasma y la caracterizacion funcional del gen IPT-like, junto con
estudios de expresion y cuantificacion de citoquininas, permitiran consolidar su
aplicacion como herramienta de diagndstico temprano y seleccion asistida por

marcadores (MAS) en Prunus avium.
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