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RESUMEN

La especie albaricoquero (P. armeniaca L.) es un frutal de zonas templadas que,
originario de China y Asia Central, se ha adaptado a una gran variedad de zonas
geogréficas por medio de una gran diversificacion varietal. En los paises de la cuenca
mediterranea, su cultivo es de gran importancia en paises como Turquia, Esparia, Italia,
Grecia, y Francia. En Espafia, se cultiva principalmente en Murcia y Valencia. En
ambas areas el cultivo se apoya en variedades autéctonas muy bien adaptadas. Estas
variedades reGinen unas caracteristicas agronémicas y comerciales aceptables, sin
embargo recientemente se ha puesto de manifiesto la necesidad del establecimiento de
programas de mejora genética encaminados a la mejora de las variedades en tres
aspectos fundamentales: calidad, autocompatibilidad y resistencia al virus de la Sharka.
La especie albaricoquero se ha considerado tradicionalmente como una especie
autocompatible, sin embargo la progresiva desaparicion de polinizadores ha puesto de
manifiesto que la incompatibilidad es un caracter mas extendido de lo que en principio
se creia. Pero el problema que ha determinado realmente la necesidad de mejorar las
variedades de albaricoquero en Espafia ha sido la aparicion y extensién del virus de la
Sharka. Todas las variedades europeas tradicionales de albaricogquero son susceptibles
al virus, siendo las variedades precoces las que presentan los sintomas mas fuertes. Este
virus desde su primera deteccién en Espafia (Llacer y col., 1985 a, b) ha pasado a ser el
primer factor limitante del cultivo en la Comunidad Valenciana. La Sharka es
actualmente la virosis frutal de mayor importancia econémica en Europa, debido a los
graves dafios que produce sobre algunos frutales de hueso, especialmente
albaricoqueros y ciruelos. En estos momentos nuestro pais es el primer exportador
mundial de albaricoque fresco y el segundo productor europeo. Con la aparicion a
mediados de los afios 80 del virus de la Sharka procedente de Centro Europa, las
principales zonas de cultivo espafiolas estan siendo gravemente afectadas por esta
enfermedad. Incluso se teme por la continuidad del cultivo en zonas como Murcia o
Valencia donde se produce mas del 80% del total del pais. Debido a las caracteristicas
de transmision de este virus y la presencia de vectores muy eficientes en la transmision,
la erradicacion de la enfermedad en Espafia no es posible. La solucién al problema pasa

por el cultivo de variedades resistentes a este virus. Se han descrito algunas variedades



norteamericanas que presentan resistencia a la enfermedad, pero son variedades que
presentan problemas de productividad y caracteristicas agronomicas desfavorables en

las condiciones espafiolas de cultivo.

Con el fin de introducir resistencia a Sharka en variedades autdctonas se
iniciaron una serie de programas de mejora en Espafia (Egea y col., 1997), Francia
(Audergon, 1995), Italia (Bassi y col., 1995) y Grecia (Karayiannis y col., 1998). Un
trabajo previo a la mejora es la caracterizacion de las variedades a utilizar en dichos
programas. En el programa de mejora que se desarrolla en el IVIA se han caracterizado
las variedades utilizadas en el mismo mediante métodos pomoldgicos (Badenes y col.,
1997), isoenzimaticos (Badenes y col., 1996) o marcadores moleculares tipo RAPDs
(Hurtado y col., 1997).

El objetivo principal de la tesis es la obtencion de marcadores moleculares de
ayuda a la mejora genética del albaricoquero. Para ello se han utilizado los marcadores
moleculares que se han definido Utiles en los procesos de seleccién en programas de
mejora: RAPDs, RFLPs y AFLPs. Con ellos se ha realizado un estudio de diversidad
genética utilizando 16 variedades de albaricoquero procedentes de Francia, Espafia y
Norteamérica, que incluyen variedades resistentes y susceptibles a Sharka, de las cuales
algunas de ellas se estan utilizando como genitores en los programas de mejora actuales.
También se ha elaborado un mapa genomico de la especie estudiada, basado en los
marcadores moleculares RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) y AFLP
(Amplified Fragment Length Polimorphism). Para cumplir este objetivo se ha utilizado
una poblacion segregante F1, formada por un total de 81 individuos y resultante del
cruce Goldrich x Valenciano 1. Goldrich es una variedad norteamericana
autoincompatible, poco adaptada a las condiciones de la Comunidad Valenciana, pero
que presenta resistencia a Sharka. Por el contrario, la variedad autoctona Valenciano 1
se caracteriza por su susceptibilidad a Sharka, pero posee caracteres de interés
agronémico, es autocompatible y produce frutos de gran calidad.

Con el fin de obtener un marcador molecular ligado al caracter

autoincompatibilidad y androesterilidad en albaricoquero, se ha realizado un estudio



sobre un familia segregante formada por el cruce de dos variedades murcianas Gitano x
Pepito del Rubio. Gitano es una variedad autoincompatible mientras que Pepito del
Rubio es autocompatible. Ambas variedades son heterocigotas para el caracter
androesterilidad. Para ello se ha utilizado la técnica del Bulk Segregation Analysis
(BSA) con marcadores moleculares tipo RAPD.

El objetivo final de la tesis es la puesta apunto de las técnicas moleculares para
la especie albaricoquero y la obtencion de marcadores moleculares que permitan
simplificar y ayudar en la seleccion de individuos procedentes del programa de mejora
del albaricoquero del IVIA.
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INTRODUCCION

1.1.-El albaricoquero: Prunus armeniaca

El albaricoquero, Prunus armeniaca L., pertenece al género Prunus. Este género
incluye alrededor de 150 especies de arboles y arbustos de hoja caduca o perenne, de
acuerdo con sus adaptaciones climéaticas. La mayoria se encuentran en las zonas
templadas de Norte América, Este de Asia y Europa. Unas pocas de ellas se localizan en
zonas montafiosas tropicales situadas al Norte del Ecuador. Las especies de Prunus
colonizan generalmente lugares abiertos y alterados, de modo que se puede decir que
estan preadaptadas al cultivo. Proliferan en hébitats dispersos. Los frutos de las especies
silvestres, de menor tamafio que los de las especies cultivadas, son igualmente atractivos

para el hombre (Sauer 1993).

1.2.-Descripcién taxonémica y boténica de la especie.

El albaricoquero pertenece a la familia de las Rosaceas, subfamilia Prunoidea,
género Prunus L., y subgénero Prunophora. La mayoria de los albaricoques cultivados
pertenecen a la especie Prunus armeniaca L. (Armeniaca vulgaris Lam.). Otras especies
relacionadas son P. brigantiaca Vill., el albaricoquero de Briangon, de los Alpes
franceses; P. ansu Komar; P. mume Sieb. y Zucc., el albaricoquero japonés; P. sibirica L.;
P. mandshurica (Maxim.) Koehne: y P. dasycarpa Ehrh., el albaricoquero negro. Estas
ultimas especies se han producido a partir de hibridos naturales entre P. armeniaca y P.
cerasifera Ehrh. (Kostina y Riabov, 1959).

El albaricoquero es una planta diploide (2n = 16), de flores solitarias, blancas o
rosadas. EIl arbol de porte globoso, raiz pivotante, tronco erguido, corteza parda y hojas
brillantes alternas, puede alcanzar entre 3 'y 7 metros de altura. El fruto es redondo, de 3
cm o mas de diametro, de color amarillento, casi glabro. EI hueso es liso, presentando una

costilla gruesa asurcada.
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1.3.-Origen y distribucion del cultivo

Vavilov (1951) incluye los albaricoqueros cultivados en tres de sus centros de

origen. En estos centros, las regiones importantes para el albaricoquero son:

1) El centro Chino, que comprende las regiones montafiosas del noreste, centro y

oeste de China llegando hasta la provincia de Kansu y el noreste del Tibet.

2) El centro de Asia Central, que comprende el &rea montafiosa que se extiende

desde el sur de Tien-Shan, incluyendo Hindu Kush, hasta Kashmir.

3) El centro del Préximo Oriente, que comprende la zona montafiosa que se
extiende desde el noreste de Ir&n hasta el Caucaso y el centro de Turquia. Vavilov
indica que el centro del Proximo Oriente es un centro secundario para el

albaricoque.

Los albaricoqueros se extendieron desde Asia Central a la region Transcaucésica a
través de Iran. Desde aqui se extendieron al Oeste (Blaha y col., 1966; Goor y Nurock,
1968). Esta difusion debid ocurrir como parte de los intercambios militares, econdmicos y
culturales que siguieron a las penetraciones de Alejandro de Macedonia dentro del
Turquistan, llegando hasta el Valle de Fergara durante el 1V siglo a.C. La posterior
difusion del albaricoque hacia el oeste parece que tuvo lugar en dos etapas. Los
albaricoqueros fueron conocidos en Grecia e Italia como consecuencia de la guerra entre
los romanos y los persas durante el primer siglo a.C. EI nombre especifico o genérico de
Armeniaca sugiere que el albaricoquero fue por primera vez distribuido en Italia y Grecia
por comerciantes armenios. Los romanos Ilevaron a cabo la expansion del cultivo por los

paises mediterraneos.

Todo parece indicar que el albaricoquero llegé a Espafia por dos caminos
distintos: por el norte del Mediterraneo, a través de los romanos, en los primeros siglos

después de Cristo, y por el sur del Mediterraneo, a traves de los arabes, hacia el siglo
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VII. Solo asi se explica, segun Crossa Raynaud (1961), la diversidad de caracteres
morfoldgicos (porte, ramificacion, tamafio del fruto) y fisioldgicos (necesidades de frio,
época de maduracion, grado de autocompatibilidad) que se encuentra en las poblaciones
autoctonas, especialmente las de Murcia. Los archivos histéricos demuestran que el
albaricoquero era el arbol frutal mas extendido durante el siglo XIV en las huertas
establecidas por los arabes en las riberas del Segura y que, en esa época, todavia se
distinguian dos tipos de frutos en los mercados: “los albercoques de Damasco” y “los
otros albercoques” (Torres Fontes, 1970-71, citado por Egea y col.,, 1987). La
multiplicacion por semilla dio origen a multitud de tipos diferentes. Martinez-Cutillas y
Gomez (1983) citan 76 denominaciones varietales recogidas en una prospeccion
realizada en Murcia, a pesar de que la generalizacion, a principios del siglo XX, de la

multiplicacion por injerto puso un limite a la aparicion de nuevas variedades.

1.4.-Importancia econémica del cultivo

La produccion mundial de albaricoques oscild en los ultimos afios en torno a los 2
millones de Tm, de las cuales el 55% corresponde a los paises mediterraneos. Turquia,
Espafia, Italia y Francia ocupan los primeros lugares en este area (Egea y col., 1994).
Turquia es el primer pais productor, con el 10.5 % del total de la produccién mundial,
seguido de Iran y Paquistan. Actualmente Espafia ocupa el quinto lugar en cuanto a

produccion mundial y el segundo a nivel europeo (FAO, 1997) (Tabla 1.1).

La superficie cultivada en plantacion regular en Espafia se encuentra estabilizada
en unas 25.000 Ha, de las cuales un 75 % se encuentran en regadio. Por Comunidades
Auténomas, Murcia ocupa el primer lugar con 12.089 Ha, casi el 50% del total, con una
produccion de 79.532 Tm en 1995, seguida de la Comunidad Valenciana con 7.771 Ha. y
una produccioén de 40.146 Tm. Castilla - La Mancha es la tercera en importancia, con una
superficie dedicada al cultivo de 2.342 Ha., casi todas ellas en la provincia de Albacete y
una produccion de 5.759 Tm. Entre las 3 Comunidades citadas representan méas del 90%
de la superficie cultivada de albaricoquero en Espafia (Tabla 1.2) (MAPA, 1995). La

produccion total se situa entorno a las 138.733 Tm.
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De un 10 a un 20% de la produccion se destina a la exportacion como fruto fresco,
lo que convierte a Espafia en el primer pais exportador europeo. La mayor parte de la
produccion espafiola coincide con la de Italia, Francia y Grecia y se concentra en la
primera quincena de junio, por lo que tiene lugar una saturacion del mercado. La industria
de transformacion emplea un 30% de la produccién, lo que permite diversificar los usos e
introduce flexibilidad en el mercado. El resto (50-60%) se destina a consumo interno
(Egeay col., 1994).

El albaricoquero, salvo concentraciones temporales de la oferta entre el 1y el 20
de Junio, es todavia una especie no excedentaria en Europa, por lo que admitiria
producciones bastante superiores a las actuales si se extendiera el calendario de
produccion antes y despues del periodo citado. Existen, sin embargo, algunos factores
limitantes del cultivo, de los cuales el mas importante en muchas de las zonas

productoras de Murcia y Valencia es el virus de la sharka.

Al contrario que en Murcia, donde practicamente toda la superficie cultivada de
albaricoquero esta en regadio, en la Comunidad Valenciana el 45 % de la produccion
estd en secano. De las 3 principales comarcas productoras, La Ribera Alta, La Vall
d’Albaida y EI Camp del Taria-Serranos, todas en la provincia de Valencia, el secano
predominaba hasta hace poco en las dos ultimas, aunque la tendencia actual es a ir
sustituyéndolo por el riego por goteo, debido a la alta incidencia del gusano cabezudo
en las plantaciones de secano. En todas las zonas en donde el cultivo del albaricoquero
coincide con ciruelos japoneses, especialmente en La Ribera Alta y parte de La Vall
d’Albaida, la superficie cultivada se halla en regresion, debido a la gran difusion del

virus de la sharka que causa pérdidas de cosecha muy importantes (Llacer, 1995).

La produccion en cada comarca estd basada en unas pocas variedades. En La
Ribera Alta, el 70 % de la produccion se basa en variedades precoces del tipo Ginesta,
Palau, Palabras, etc; el 30 % restante corresponde a Corbatd y Canino principalmente.

La Vall d’Albaida es la comarca que cuenta con una mayor diversificacion varietal: las
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variedades precoces representan el 25 %, las variedades de media estacion, como
Mitger, Rojo de Carlet y Canino, representan el 60 % y el 15 % restante se debe a la
variedad tardia Tadeo. Por el contrario, en Camp del Tdria-Serranos el 90 % de la

produccion se basa en la variedad Canino.

La produccion valenciana de albaricoquero se destina aproximadamente mitad y
mitad al mercado en fresco y a la industria. De la produccion para consumo en fresco se
exporta entre un 10 y un 20 %, principalmente a los paises de la Unién Europea. El
cultivo de las variedades precoces que maduran en Mayo tiene mucho interés, ya que en
ese momento todavia hay poca fruta en los mercados europeos. Las variedades precoces
valencianas estan muy bien adaptadas a nuestras condiciones de cultivo, tienen buen
sabor y son autofértiles. Podrian servir de base, por tanto, para cambiar la gama varietal
y evitar la concentracion de la oferta. Sin embargo, para ello necesitan ser mejoradas
mediante un programa de cruzamientos bien dirigido, con el fin de eliminar sus
defectos: mediana productividad, calibres pequefios y elevada sensibilidad al virus de la
sharka (Badenes y col., 1997).

DISTRIBUCION DEL CULTIVO EN EUROPA

FIGURA 1.1.- Principales paises
productores de albaricoque. En la
cuenca mediterrdnea se concentra la
mayor parte de la produccion mundial
de este frutal.
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Tabla 1.1.- Principales paises productores de albaricoque (miles de toneladas).

PAISES 1989-1991 1995 1996 1997
Europa 772 636 939 771
Francia 113 101 176 151
Espafia 165 139 195 128
Ucrania - 97 124 124
Italia 174 105 137 106
Fed. Rusa - 40 65 65
Grecia 94 44 48 30
Asia - 1019 1047 992
Turquia 364 281 241 241
Irdn 88 193 215 198
Pakistan 89 191 188 190
China 81 43 43 43
América 105 60 77 131
USA 102 55 72 125
Mundo 2229 2094 2462 2295

(Fuente: Anuario FAO, 1997).

Tabla 1.2.- Superficie cultivada y produccion de albaricogque en Espafia (MAPA, 1995)

COMUNIDAD SUPERFICIE PRODUCCION
AUTONOMA
Murcia 12.089 79.532
Valencia 7.771 40.146
Castilla - La Mancha 2.342 5.756
Baleares 769 3.820
Aragon 704 2.425
Catalufa 333 2.422
Resto 484 4.632
Total Espafia 24.492 138.733

1.5.- Diversificacion varietal.
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Kostina (1969), tras extensos estudios de las colecciones reunidas en la URSS
entre 1928 y 1938, incluyendo 7 especies y mas de 600 formas y cultivares, establecio 4
grandes grupos ecogeograficos y 13 subgrupos regionales dentro de la especie P.

armeniaca:

1) Asia Central: El grupo de Asia Central es el mas antiguo y el mas rico en
diversidad de formas. Incluye los albaricoqueros de Asia Central, Sinkiang (China),
Afganistan, Baluchistan, Pakistan y del norte de la India. Sus arboles son vigorosos y de
gran longevidad, formando coronas densas y de ramas cortas. Tienen un largo periodo de
latencia y resisten las fluctuaciones de temperaturas a finales del invierno. Son de
floracion tardia y necesitan una alta acumulacion de calor durante la primavera para la

brotacion.

Los arboles son comparativamente muy resistentes a la sequedad ambiental pero
son sensibles a la falta de humedad del suelo. La mayoria son autoincompatibles. Los
frutos tienen un alto contenido en azucar, son de tamafio mediano o pequefio y tienen
almendra dulce. Se consumen en fresco o secos. Normalmente, para su consumo como
frutos secos, se dejan secar en el arbol. Los cultivares maduran desde mayo a septiembre.
La susceptibilidad de los &rboles a hongos, especialmente a Sclerotinia sp. y Coryneum

beijerinckii Oud., limita su plantacion en regiones mas humedas.

2) Irano-Caucasica: Incluye las selecciones locales de Armenia, Georgia,
Azerbaijan, Dagestan, Iran, Siria, Turquia, Norte de Africa y en parte, Espafia e Italia. Los
arboles no son tan vigorosos ni longevos como los del grupo de Asia Central. Tienen
ramas Y brotes gruesos, y hojas grandes y brillantes. Son menos resistentes a inviernos
severos y tienen una brotacion mas temprana cuando llega la primavera. Necesitan un
menor nimero de horas frio. La mayoria de los cultivares son autoincompatibles. Los
frutos son grandes y no tan variables como los del grupo anterior. Tienen almendra dulce.

Los tipos de fruto mas grande se usan para su consumo en fresco o en conserva, mientras
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que los tipos de fruto pequefio con alto contenido en azucar se usan para su secado. La

pulpa es generalmente blanca o de color claro.

3) Dzhungar-Zailij: Es el méas primitivo. Incluye las selecciones de Pafilov
(Dzharskent), Taldy-Kurgan, y las regiones de Alma Alta en Kazakhstan, asi como
también la region Ining (Kuldja) de Sinkiang. Estos albaricoqueros son capaces de resistir
inviernos muy extremos ( las temperaturas pueden alcanzar los -30°C). En su mayoria
tienen frutos pequefios. Los tipos pertenecientes a este grupos son intermedios entre los

cultivares del grupo de Asia Central y los del subgrupo Ucraniano del Grupo Europeo.

4) Europa: Es el mas joven en cuanto a origen y también el que presenta una
menor variabilidad. Se ha originado a partir de unas pocas formas que fueron traidas a
Europa desde Armenia, Iran y los paises arabes durante los ultimos 2000 afos. Los
cultivares comerciales de Norte America, Sudéafrica, y Australia también pertenecen al
Grupo Europeo. Los arboles de este grupo son méas precoces que los pertenecientes a los
dos grupos anteriores. No son tan vigorosos, tienen un corto periodo de latencia e inician
pronto la brotacion. Aunque necesitan un menor nimero de horas frio, algunos cultivares,
especialmente los del subgrupo del Norte de Europa, pueden resistir frios mucho mas
intensos durante el periodo de latencia que los arboles de los grupos anteriores. Los tipos
pertenecientes a este grupo son en su mayoria autocompatibles. Todos los frutos maduran
en un mes, y la pulpa es amarilla 0 naranja, con un menor contenido en azucar y acidez
mayor que los cultivares de los grupos de Asia Central e Irano-Caucasico. Tienen un
aroma caracteristico. La pulpa es més firme y seca que la de los dos grupos anteriores. La
mayoria tienen almendra amarga. Por lo general, los arboles del Grupo Europeo presentan

una mayor resistencia a hongos.

Las especies domesticadas se vieron influenciadas por los métodos de cultivo
utilizados por las diferentes civilizaciones y debieron adaptarse a muy distintos medios
ecologicos. Las barreras geograficas naturales aislaron variantes genéticas que
evolucionaron libre e independientemente originando poblaciones ain mas diferentes,

capaces de tolerar condiciones extremas de frio, sequia, plagas y enfermedades (Esquinas,

10
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1983). Posteriormente, la diversidad genética se transformd a nivel especifico e
intraespecifico, de forma que si bien la variabilidad de las especies utilizadas por las
poblaciones preagricolas se vio reducida como consecuencia del proceso de
domesticacion, la variabilidad o diversidad intraespecifica se vio aumentada como

consecuencia de la expansion de los cultivos por todo el mundo (Veyrat, 1983).

Este proceso tambien afectd a la especie Prunus armenica L., que partiendo de su
origen asiatico, por medio de una enorme diversificacion varietal, consiguid colonizar
todos los continentes y adaptarse a numerosas condiciones ecologicas. Las poblaciones
de semilla de albaricoquero, introducidas histéricamente, se localizaron en zonas
geogréaficas concretas. Por medio de la autofecundacion, bastante generalizada en la
especie, y la seleccion de los agricultores, sufrieron procesos de adaptacion local y fueron
definitivamente fijadas al introducirse la técnica del injerto, que fue una practica
generalizada durante todo el siglo XX. Estas circunstancias llevaron a la concentracion del
cultivo en determinadas areas, donde se desarrollaron cultivares muy adaptados, dando un
gran numero de variedades de caracter local, que limitaron el cultivo a condiciones
ecoldgicas muy restringidas, sobre todo en lo referente a cambios en el medio debidos al
clima, el suelo y las enfermedades (Egea y col. 1988). A pesar del elevado nimero de
variedades existente, el 80% de la produccién mundial se basa en menos de 30 (Audergon,
1995).

Pese a que el albaricoquero cuenta con una amplia gama de variedades muy
adaptadas a su zona de origen, en Espafia la produccion en cada zona esta basada en pocas
variedades. Las mas extendidas son Bulida, Canino, Moniqui, Real Fino, Paviot y Ginesta
(Egea y col. 1994). La mas cultivadas por Comunidades son Bulida, Pepito del Rubio,
Mauricio, Moniqui, Currot y Real Fino en Murcia; Canino, Palau, Currot, Ginesta y Galta

Roja en Valencia, y Paviot y Moniqui en Aragén. (Escudero y Rodriguez 1990).

Recientemente han sido introducidas variedades extranjeras resistentes al virus de
la Sharka. Entre las mas importantes se encuentran Goldrich y Harcot. (Egea y col. 1994,
1997).

11



Introduccién General

En la adaptacién al medio también juega un papel fundamental la eleccion del
patron. Los patrones mas empleados en Espafia son los francos procedentes de semillas de
las variedades Real Fino y Canino. El ciruelo "pollizo™ (P. insititia) es utilizado
frecuentemente en Murcia. También son utilizados el ciruelo Mirobolano (P. cerasifera) y

Mariana (hibrido P. cerasifera x P. salicina) (Felipe, 1989).

1.6.- El virus de la Sharka (“Plum Pox virus” o PPV).

1.6.1.-Referencia historica y distribucion geograéfica.

La Sharka se describid por primera vez hacia 1915 en Bulgaria ("sharka" significa
"viruela" en bulgaro), en ciruelos europeos, y no fue hasta 1933 que se describi6 en
albaricoqueros. Desde entonces, la enfermedad se extendid progresivamente desde los
Balcanes hacia Centroeuropa y desde alli en todas direcciones, hasta alcanzar a la
mayor parte del continente europeo y varios paises mediterrd&neos no europeos, como
Turquia, Egipto y Siria. En 1992, tuvo lugar la primera deteccion de la Sharka en el

continente americano, concretamente en Chile (Roy y Smith, 1994; Németh,1994).

La primera deteccion del virus de la Sharka en Espafia tuvo lugar en Junio de
1984 en ciruelos japoneses (Prunus salicina Lindl.), cv. Red Beaut, cultivados en
Sevilla y que mostraban sintomas tipicos de la enfermedad. A continuacion, PPV fue
detectado en otros ciruelos japoneses cv. Red Beaut de Sevilla, Murcia, Valencia y
Castellon, en albaricoqueros cv. Canino de Castellon y en melocotoneros cv. Rojo del
Rito de Lérida. Era también la primera vez que el ciruelo japonés era citado como
huésped natural del virus de la sharka (Llacer y col., 1985 a vy b; Llacer y Cambra,
1986). Al investigar el origen de los arboles infectados, se descubrio que los arboles
madre de Red Beaut y de Canino procedian del mismo vivero y estaban infectados.
Probablemente, PPV llegé a este vivero a través de materiales introducidos desde
Francia. El albaricoquero Canino procedente del mismo vivero espafiol fue el primer

origen conocido de la sharka en Portugal (Louro y Corvo, 1986).

12
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Desde 1987, se empezd a observar en Valencia y en Murcia una rapida difusion
del PPV desde ciruelos japoneses a albaricoqueros y entre albaricoqueros. La difusion a
melocotoneros fue mucho mas lenta (LIacer, 1987). En consecuencia, se iniciaron
estudios sobre deteccion y caracterizacion del virus, su distribucion e importancia en las
plantaciones comerciales de las distintas regiones, la sensibilidad varietal y las medidas

de control.

1.6.2.-Importancia econémica.

La sharka es la enfermedad mas grave de los frutales de hueso en Europa y ello es

debido a las causas siguientes:

. Produce sintomas muy graves sobre los frutos que a menudo impiden su
comercializacion.

. Afecta a un gran numero de variedades, especialmente en las especies ciruelo
europeo Yy albaricoguero.

. Plantea importantes problemas de deteccion precoz, antes de la aparicion de
sintomas, debido a la baja concentracion del patdgeno y a su erratica distribucion en
los arboles.

. Se transmite activamente por pulgones de unos arboles a otros de forma no

persistente.

Ninguna otra enfermedad de frutales relne tantas caracteristicas negativas. A
grandes rasgos, Europa puede ser dividida en tres zonas en lo que se refiere a su

difusion y niveles de infeccion (Roy y Smith, 1994):

. Los paises de la zona central y oriental, en los cuales la sharka se difundi6 en los
primeros afos y los niveles de infeccion son generalmente altos.

. Los paises de la zona norte y occidental, en los cuales los niveles de infeccidn son
muy heterogéneos, desde muy altos, como en Alemania, hasta nulos, como en

Holanda, donde han logrado erradicar la enfermedad.

13



Introduccién General

. Los paises mediterraneos, donde la difusion de la enfermedad es relativamente

reciente y todavia estan expuestos a una extension mayor que la actual.

El virus de la sharka ha sido detectado en todas las regiones espafiolas donde
hay un cultivo de cierta importancia de frutales de hueso, aunque la incidencia de la
enfermedad es muy variable de unas regiones a otras. Las regiones donde la sharka
tiene una mayor importancia econémica son aquellas donde coexiste el cultivo del
albaricoquero con el del ciruelo japonés, como son Murcia y sobre todo la Comunidad
Valenciana (CV). Ya se ha dicho que entre estas dos Comunidades Auténomas cultivan
mas del 80 % de la superficie dedicada en Espafia al albaricoquero y producen casi el 90
% del total. Ademas, entre Murcia y la CV producen el 55 % de las ciruelas espafiolas.
En estas regiones, se ha comprobado una difusién a gran escala del PPV desde las
plantaciones de ciruelo japonés a las de albaricoquero (Avinent y col., 1993 a), con la
siguiente particularidad: mientras que en ciruelo japonés, el numero de frutos
deformados, que no se pueden comercializar, es muy pequefio, la mayoria de los frutos
de albaricoquero estdn muy afectados. La consecuencia ldgica es que los propietarios de
ciruelos japoneses no tienen interés en arrancar sus arboles, aunque estén infectados, y
estos arboles son los que constituyen un foco permanente de infeccién para los
albaricoqueros. Tanto es asi que, dentro de estas dos regiones, las areas donde se
cultivan albaricoqueros pero no ciruelos japoneses (las zonas del interior, donde la
climatologia ya no es apropiada para estos ultimos), la incidencia de la enfermedad es
mucho mé&s baja. En las regiones donde el cultivo de albaricoqueros tiene poca
importancia relativa (Aragon, Baleares, Cataluiia, Andalucia, Extremadura, etc), la
incidencia econdémica de la Sharka es baja, ya que, si hay ciruelos japoneses, éstos
pueden mostrar sintomas en hojas pero pocos o ningun dafio en frutos. La difusion a
melocotonero es muy lenta, o nula, y la expresion de sintomas en esta especie es muy
ligera. El cultivo de ciruelo europeo tiene poca importancia en Espafia y, en todo caso,
no coexiste con ciruelos japoneses. PPV nunca ha sido detectado en plantaciones

comerciales espafiolas de almendro o cerezo.
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1.6.3.-Agente causal

El agente patdgeno de la sharka es un potyvirus, conocido en inglés como "plum
pox virus" o PPV. Se trata de un virus de particulas filamentosas, de 680 a 900 nm de
longitud y 15 nm de anchura, y cuyo genoma consiste en una unica molécula de ARN
de cadena simple, compuesta por unos 9.800 nucleotidos, con un peso molecular de 3,5
x 10° daltons, simetria helicoidal y polaridad positiva, con una proteina VPg en su
extremo 5'y una cadena de poli(A) de longitud variable en el extremo 3'. Varios autores
han determinado la secuencia completa de nucleétidos de diferentes aislados del PPV,
que es uno de los virus vegetales mas conocidos desde el punto de vista molecular (Lain
y col., 1989; Maiss y col., 1989; Teycheney y col., 1989; Riechman y col., 1992; Garcia
y col., 1994; Rosales y col., 1998; Candresse y col., 1998).

1.6.4.-Huéspedes

Los principales huéspedes lefiosos del PPV son los frutales del género Prunus,
incluyendo los ciruelos europeo (P. domestica) y japones (P. salicina), el albaricoquero
(P. armeniaca) y el melocotonero (P. persica). Los almendros (P. dulcis) pueden ser
portadores asintdmaticos. Los cerezos (P. avium y P. cerasus) se tenian por inmunes
hasta que recientemente se han descrito nuevos aislados de PPV (PPV-C) capaces de
infectar al cerezo acido (Kalashyan y col., 1994) y al cerezo dulce (Crescenzi y col.,
1997). PPV puede infectar a la mayor parte de especies silvestres de Prunus, algunas
utilizadas como patrones u ornamentales: P. cerasifera, P. insititia, P. besseyi, P.
tomentosa, P. spinosa. Numerosas plantas anuales cultivadas o espontaneas pueden ser
infectadas artificialmente por transmision mecanica y podrian actuar como fuente de
inéculo en el campo, pero nunca se ha demostrado una transmisién natural entre
huéspedes herbaceos y especies de Prunus (OEPP/EPPO, 1974; CABI/EPPO, 1992).
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1.6.5.-Sintomas

Los sintomas que produce PPV sobre los frutales de hueso aparecen especialmente
sobre hojas y frutos y su importancia varia segun la especie frutal, la variedad, el
aislado o cepa del virus y las condiciones climatoldgicas. Todos los aislados estudiados
en Europa hasta la aparicion de PPV-C podian agruparse en dos tipos: el tipo D, de
Dideron, un aislado procedente de albaricoquero en el sudeste de Francia, y el tipo M,
de Marcus, un aislado procedente de melocotonero en el norte de Grecia. Los aislados
del tipo D producen fuertes sintomas en la mayor parte de variedades de albaricoquero y
en muchos cultivares de ciruelo europeo (P. domestica). Las hojas en primavera
muestran manchas, bandas y anillos clordticos, a veces necroticos. Los frutos cerca de
la maduracién presentan también manchas y anillos cloréticos y aparecen deformados.
La pulpa muestra pardeamiento y los huesos manchas y anillos de color claro,
especialmente en albaricoquero. Muchos frutos de ciruelo europeo caen
prematuramente. Muchos ciruelos japoneses (P. salicina) muestran sintomas en hojas
pero pocos o ningun sintoma en los frutos. Los aislados del tipo D afectan muy poco al
melocotonero: manchas poco aparentes en los frutos, que no sufren deformacion, y
ausencia casi total de sintomas en hojas de arboles adultos. Ademas, la difusion natural
en esta especie es escasa 0 nula. Los aislados del tipo M estan menos extendidos por el
momento, pero presentes en Grecia, Hungria, la ex-Yugoslavia y recientemente
detectados en Francia e Italia. Estos aislados, ademas de afectar al albaricoquero y al
ciruelo europeo, producen también fuertes sintomas en melocotonero, del tipo de los
descritos anteriormente, y la difusidn natural es mas rapida que la de los aislados tipo D.
Se ignora por ahora el tipo de sintomas que los aislados tipo M pueden producir en

ciruelos japoneses (Cambray Llacer, 1994).
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RSO BDE CARET

FIGURA 1.2.- Comparacion de frutos FIGURA 1.3.- Sintomas de Sharka en
de la variedad Rojo de Carlet afectados frutos de la variedad Ginesta. Como
por la enfermedad (abajo) y libre del puede observarse el virus causa
virus (arriba). deformidades en el fruto que lo hacen

inviable comercialmente.

1.6.6.-Epidemiologia y control de la enfermedad

PPV se trasmite de unos arboles a otros por injerto o por pulgones (&fidos). La no
utilizacion de material vegetal certificado (libre de virus) es la razon principal de la
difusion de la enfermedad entre regiones y paises. Una vez establecida la sharka en una
zona, los pulgones contribuyen de modo muy importante a su difusion en distancias
cortas. EI modo de transmisidn no persistente, poco especifico, hace que el nimero de
especies de afidos capaces de actuar como vectores de PPV sea elevado. Németh (1994)
cita a las siguientes especies: Aphis craccivora, Aphis fabae, Aphis spiraecola,
Brachycaudus cardui, Brachycaudus helichrysi, Hyalopterus pruni, Myzus persicae,
Myzus varians, y Phorodon humuli. Labonne y col.(1994) afiaden los siguientes: Aphis
gossypii, Aphis hederae y Rhopalosiphum padi. EI niUmero de especies vectoras crecera,
sin duda, conforme se ensayen mas especies, aunque la eficacia de transmision puede
variar y varia, de hecho, entre especies y segun la cepa del virus. Ya se ha dicho que los

aislados del tipo M se difunden mas rapidamente que los del tipo D.

Los pulgones transmisores del PPV son las formas aladas que hacen picaduras
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de prueba en hojas o brotes infectados y luego vuelan a otro arbol donde repiten sus
picaduras de prueba o se establecen. Después de la inoculacién, el periodo de
incubacion hasta la aparicion de los primeros sintomas puede durar varios meses y la

generalizacion de sintomas en toda la copa del arbol puede tardar afios.

La transmision por semilla del PPV en Prunus ha sido descrita en Hungria
(Németh, 1994), pero no ha sido confirmada por otros investigadores. Esta transmision,

en caso de existir, podria darse en cepas virulentas del virus.

Como sucede con todos los virus, no hay ningun tratamiento disponible para
curar en el campo a los arboles infectados por PPV. La proteccion cruzada, que se ha
logrado con otros virus mediante la inoculacion de razas débiles, tampoco se ha
mostrado factible en el caso de la sharka. En cuanto a los tratamientos aficidas, para
luchar contra la difusion natural del virus, son muy poco eficaces, dado el modo de
transmision no persistente. A corto plazo, el Unico medio de lucha disponible es el
arranque sistematico de todos los arboles enfermos y la utilizacién de materiales sanos
en todas las nuevas plantaciones. Tras la primera deteccion de la sharka en Espafia, en
Junio de 1984, un decreto del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, en enero
de 1985, establecio medidas internas de cuarentena para tratar de evitar la difusion de la
enfermedad de unas regiones a otras y erradicar los focos infecciosos que pudieran ser
detectados en las prospecciones que se realizaran en todas las Comunidades Auténomas
implicadas. A tales efectos, los Servicios de Sanidad Vegetal de dichas CC. AA. fueron
dotados con los medios necesarios para el diagnostico del PPV por ELISA. En las
regiones mas afectadas se establecieron, ademas, medidas para el arranque
subvencionado de los arboles infectados (decretos de las Administraciones
Autonémicas de Murcia y Valencia en Julio de 1988 y Marzo de 1991,
respectivamente). Como consecuencia de estos decretos, desde 1988 en Murcia y desde
1991 en Valencia se arrancaron cada afio los albaricoqueros y ciruelos enfermos,
detectados por los propios agricultores o por las campafas llevadas a cabo por los
Servicios de Sanidad Vegetal correspondientes. Hasta 1997 inclusive, 97.500 ciruelos y

12.500 albaricoqueros han sido arrancados en 10 afios en la Comunidad Auténoma de
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Murcia, con un coste en indemnizaciones de 130 millones de pesetas. En la Comunidad
Valenciana, los arranques han sido mucho més numerosos, 322.000 ciruelos y 351.000
albaricoqueros en sélo 7 afios, con un coste superior a los mil millones de pesetas
(Dicenta y col., 1998). Estos costes s6lo cubrieron los gastos de arranque, pero no el
valor de los arboles ni, por supuesto, las pérdidas de cosecha causadas por la

enfermedad.

A largo plazo, la mejor solucion es la obtencion de variedades resistentes, bien
sea mediante programas de mejora genética clasica, por cruzamientos (Audergon y col.,
1994; Karayiannis y Mainou, 1994; Polak, 1994), o mediante la produccion de plantas
transgénicas protegidas contra la infeccion por ser portadoras y expresar, por ejemplo,
el gen que codifica para la proteina de cubierta del virus (Camara Machado y col., 1994;
Escalettes y col., 1994; Ravelonandro y col., 1994 y 1998; Scorza y col., 1994 y 1998).

1.6.7.- Sensibilidad varietal

Todas las variedades autoctonas de albaricoquero que han sido estudiadas en
Espafia son sensibles al PPV. Las variedades precoces de Murcia y Valencia, que son
las que tienen mayor valor comercial, son las que muestran los sintomas mas agudos,
seguramente porque maduran en Mayo, antes de que el calor atente la expresion de

sintomas.

En melocotonero, sélo se han observado sintomas ligeros en las variedades Rojo
del Rito, Catherine, Babygold 6 y Flavour Giant (en Cataluiia) y Starcrest, Sprincrest,
Armking y Sungold (en Valencia). En todos estos casos, la infeccion se origind

probablemente en el vivero.

El ciruelo japonés se reveld en Espafia por primera vez como un huésped natural
del PPV (Llacer y Cambra, 1986). La variedad Red Beaut, la primera que se encontro

infectada, muestra hojas con anillos y bandas cloréticas, que luego se convierten en
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areas necroticas. Sélo algunos frutos (méximo un 10 %, normalmente menos) presentan
anillos, manchas, depresiones o malformaciones cerca de la maduracion. Asensio
(1996) estudid la sensibilidad de las distintas variedades de una importante coleccion en
la CV. Algunas variedades muestran sintomas similares a los sefialados para Red Beaut,
pero la mayoria de cultivares presentan sintomas mas ligeros, a veces casi inapreciables.
En contraste con lo que sucede en el albaricoquero, los sintomas en hojas de ciruelo

japonés persisten durante todo el periodo vegetativo, sin enmascararse por el calor.

1.6.8.- Fuentes de resistencia.

La Sharka ha pasado a ser el primer factor limitante del cultivo del albaricoquero
en la Comunidad Valenciana. Como ya se ha dicho anteriormente la mejor solucion a
largo plazo es la obtencion de variedades resistentes mediante programas de mejora
genética clasica realizando cruzamientos con variedades que presenten resistencia
(Audergon y col., 1994; Karayiannis y Mainou, 1994; Polak, 1994).

Las variedades descritas hasta ahora como resistentes por diferentes autores las

podemos clasificar en tres grandes grupos segln su origen:

. Variedades procedentes de Norte América (Syrgiannidis, 1980; Dosba y col., 1988;
Mehlenbacher y col., 1990; Dosba y col., 1991; Karayiannis y col. 1991): Stark Early
Orange, Stella, Goldrich, Henderson, Harcot, Harlayne, Veecot, Sunglo y NJA2.

. Nuevas obtenciones griegas (Sygiannidis y Mainou, 1991): Lito y Pandora.

. Nuevas obtenciones francesas (Audergon y col., 1995c¢): A2408, A2564 y Avilara.

Las obtenciones griegas no aportan una calidad de fruto suficiente, aunque son

autocompatibles. Las selecciones francesas se encuentran en fase de observacion.

Las variedades norteamericanas resistentes a PPV presentan la mayoria de las
caracteristicas del grupo de Asia Central. Son generalmente autoincompatibles y tienen

grandes necesidades de frio. Presentan por lo general caracteristicas complementarias a
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las variedades autdctonas espafiolas, o que las hacen especialmente interesantes para su
utilizacion en programas de mejora genética. Su utilizacion directa en nuestras
condiciones mediterraneas debe ser descartada, ya que presentan un mal
comportamiento productivo. Los estudios hechos sobre diversidad en albaricoquero
indican que los genes de resistencia a este virus en albaricoquero provienen de una
fuente comun localizada en materiales procedentes de Asia, que posteriormente fue
introducida en Norte América. Posiblemente el origen de la resistencia esté relacionado
con la especie afin al albaricoquero Prunus manschurica. Dentro de los cultivares
pertenecientes al grupo Norteamericano se pueden considerar como donantes de
resistencia a Sharka Henderson, Goldrich y Stark Early Orange. El principal problema
de estas variedades son sus elevadas necesidades de frio, que hacen dificil su utilizacién

en los cruzamientos (Badenes y col. 1996).

La variedad norteamericana Harcot, que se habia considerado durante mucho
tiempo como resistente, mostré sintomas en hoja y fruto después de 6 afios en
condiciones naturales de infecciéon y al primer afio de injertarse sobre un &rbol muy

afectado por sharka (Audergon y col., 1995b).

1.7.- Mejora genetica y caracterizacion varietal.

Recientemente se ha puesto de manifiesto la necesidad del establecimiento de
programas de mejora genética encaminados a la mejora de las variedades de
albaricoquero en tres aspectos fundamentales: calidad, autocompatibilidad y resistencia
al virus de la Sharka. La mayor parte de las variedades cultivadas pertenecen al grupo
europeo. Estas variedades retinen una serie de caracteristicas muy interesantes desde el
punto de vista de la mejora de la especie. Tienen un periodo corto de latencia, los frutos
tienen un buen calibre, la semilla es pequefia y tienen un color y aroma caracteristicos.
Ademas la mayoria de estos cultivares son autocompatibles. La alta adaptacion al medio
y la reduccion del cultivo a unas pocas variedades, ha llevado a la reduccion de la

variabilidad genética de los cultivares espafioles. Esto obliga la introduccion de nuevos
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genes procedentes de otras fuentes para aumentar la variabilidad (De Vicente y col.
1998).

La especie albaricoquero se ha considerado tradicionalmente como una especie
autocompatible, sin embargo la progresiva desaparicion de polinizadores ha puesto de
manifiesto que la incompatibilidad es un cardcter mas extendido de lo que en principio
se creia (Egea y col. 1994). La autoincompatibilidad floral complica las préacticas de
cultivo, ya que obliga a la introduccién de polinizadores en campo y la produccién
depende de la cantidad de polen que se ha podido transferir de unos arboles a otros
(Frankel y Galun, 1977). Este caracter es especialmente importante para la realizacion
de cruzamientos controlados entre genotipos seleccionados para programas de mejora

genética, para lo que es necesario el conocimiento de la biologia floral de la especie.

Pero el problema que ha determinado realmente la necesidad de mejorar las
variedades de albaricoquero en Espafia ha sido la aparicion y extension del virus de la
Sharka. Todas las variedades europeas tradicionales de albaricoquero son susceptibles
al virus, siendo las variedades precoces las que presentan los sintomas mas fuertes. Este
virus desde su primera deteccién en Espafia (LIlacer y col., 1985 a y b) ha pasado a ser el
primer factor limitante del cultivo en la Comunidad Valenciana. La Sharka es
actualmente la virosis frutal de mayor importancia econémica en Europa, debido a los
graves dafios que produce sobre algunos frutales de hueso, especialmente

albaricoqueros y ciruelos.

Con la aparicién a mediados de los afios 80 del virus de la sharka procedente de
Centro Europa, las principales zonas de cultivo espafiolas estdn siendo gravemente
afectadas por esta enfermedad. Incluso se teme por la continuidad del cultivo en zonas
como Murcia o Valencia donde se produce mas del 80% del total del pais. Debido a las
caracteristicas de transmision de este virus y la presencia de vectores muy eficientes en
la transmision, la erradicacion de la enfermedad en Espafia no es posible. Teniendo en
cuenta las gravisimas pérdidas de cosecha que este virus origina en albaricoquero, la

inexistencia de métodos de lucha eficaces, la ausencia de variedades europeas

22



Introduccién General

resistentes y la falta de adaptacion a las condiciones espafiolas de cultivo de las pocas
variedades norteamericanas resistentes, la Unica forma efectiva a largo plazo de lucha
contra la Sharka en albaricoquero es la creacion de nuevas variedades que rednan los

caracteres de resistencia al virus y de una buena adaptacion agronémica y comercial.

Con el fin de introducir resistencia a sharka en variedades autdctonas se
iniciaron una serie de programas de mejora en Espafia (Egea y col., 1997), Francia
(Audergon, 1995), Italia (Bassi y col., 1995) y Grecia (Karayiannis y col., 1997). Todo
proceso de mejora genética clasica en una especie frutal requiere una primera fase de
recopilacion y evaluacion del germoplasma del que se dispone. La diversidad varietal es
un recurso fitogenético muy importante para la mejora genética de la especie. Existe un
elevado numero de variedades de albaricoquero registradas en las distintas partes del
mundo. En los paises mediterraneos los intereses locales se han dirigido a la seleccion de
variedades capaces de cultivarse en climas aridos, con temperaturas altas en verano y bajo

riesgo de heladas.

En 1991 y 1993, respectivamente, se iniciaron programas coordinados de mejora
genética del albaricogquero en el Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura
(CEBAS), en Murcia, y en el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA),
en Moncada (Valencia) (Egea y col., 1994; Badenes y col., 1996). En el programa de
mejora que se desarrolla en el IVIA se han caracterizado las variedades utilizadas en el
mismo mediante métodos pomoldgicos (Badenes y col., 1997) e isoenzimaticos
(Badenes y col., 1996).

Como punto de partida para los programas de mejora, se plantaron sendas
colecciones de mas de un centenar de variedades cada una, incluyendo cultivares de
origen extranjero (Estados Unidos, Canada, Francia, Italia, Grecia, Tunez y Sudafrica) y
variedades autoctonas espafiolas de Murcia y Valencia. Los objetivos de las colecciones

eran:
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1) Estudiar el comportamiento en las condiciones de Murcia y Valencia de las
variedades foraneas, con vistas a la posible introduccién de alguna de ellas como

solucién transitoria hasta la obtencion de nuevas variedades.

2) Como consecuencia del punto anterior, elegir las variedades mas adecuadas

como genitores para los programas de cruzamientos.

Las variedades precoces valencianas estdn muy bien adaptadas a nuestras
condiciones de cultivo, tienen buen sabor y son autofértiles. Podrian servir de base para
cambiar la gama varietal y evitar la concentracion de la oferta (Badenes y col. 1997).
Tienen unas exigencias en horas frio que oscilan entre 400 y 750 horas. La plena
floracién tiene lugar en la primera quincena de Febrero para la variedad ultraprecoz
Currot, mientras que en la segunda quincena de Febrero florecen las variedades
precoces Ginesta, Palau, Palabras, Gandia, y Manri. A lo largo de Marzo florecen, de
forma escalonada, Canino, Gabachet, Rojo de Carlet, Cristali, Martinet, Corbatd,
Chirivello y Tadeo. Los frutos de maduracién méas precoz son también los de Currot
(antes del 15 de Mayo), seguidos por los de Gandia, Manri, Ginesta, Palau, y Palabras
(todos dentro de Mayo). Este grupo de variedades es muy interesante por su precocidad,
pero presenta algunas deficiencias, como son la mediana productividad y el pequefio
calibre de los frutos. Las caracteristicas organolépticas son aceptables, aunque el grado
de acidez aumenta con la precocidad. El resto de variedades autdctonas valencianas se
pueden calificar como de media estacion (maduracién en la 12 quincena de Junio),
excepto Martinet y Tadeo, que pueden considerarse tardias (22 quincena de Junio). Estas
variedades presentan frutos de calibre algo mayor y un menor contenido en acidez que
las precoces. Todas las variedades valencianas estudiadas son autofértiles, excepto una

mutacion mas temprana de Canino que se ha revelado como androestéril.

Las variedades murcianas se comportan en su conjunto como mas tardias que las
valencianas, excepto las denominadas genéricamente "Valencianos" que, como su

nombre indica, son variedades originadas a partir de las precoces valencianas y tienen
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un comportamiento y unas caracteristicas pomologicas muy similares. Las variedades
autdctonas murcianas mas interesantes son las que maduran después del 20 de Junio, ya
que sus frutos suelen ser de mayor calibre y menor acidez que los de las variedades
valencianas de la misma época y llegan al mercado cuando la presencia de albaricoques
empieza a descender notablemente. Pueden destacarse: Morenos, Pepito del Rubio.
Velazquez Tardio, Perla y Real Fino. Algunas variedades murcianas son
autoincompatibles (como Moniqui y Velazquez Tardio), lo que indica probablemente un

origen norteafricano (del grupo Irano-Caucasico).

En Espafa apenas se cultivan variedades extranjeras de esta especie frutal. Es
conocida la falta de plasticidad de la mayoria de las variedades de albaricoquero que,
como especie, se ha adaptado a condiciones climaticas muy diferentes, pero lo ha hecho
gracias a una gran diversificacion varietal, de modo que, como ya se ha indicado
anteriormente, cada variedad o grupo pequefio de variedades estd adaptado a unas
condiciones particulares y se comporta mal fuera de ellas. En consecuencia, cada pais, y
dentro de cada pais, cada region, cultiva sus propias variedades. A pesar de ello en las
colecciones de Murcia y Valencia algunas variedades extranjeras han destacado por su
comportamiento entre aceptable y bueno: las tunecinas Priana y Beliana, las griegas
Precoz de Tyrinthos y Bebecco, las norteamericanas Katy, Cot 1, Castelbrite, Goldrich
y Harcot, la sudafricana Palstein, la italiana Baracca y la francesa Tardif de Bordaneil.
En general, el calibre de los frutos de las variedades extranjeras ha sido superior al de
las espafiolas, asi como la productividad en las variedades sin excesivas exigencias en
frio (Egeay col., 1994; Badenes y col., 1997).

En base a las informaciones bibliograficas existentes (Dosba y col., 1991) se
eligieron para el programa de mejora genética a desarrollar en el IVIA dos variedades
norteamericanas como genitores resistentes a sharka (Stark Early Orange y Goldrich) y
otros dos cultivares precoces valencianos como genitores autoctonos (Ginesta y Palau).
Ocasionalmente se ha utilizado algun otro genitor norteamericano (Harcot y Sunglo) de
entre los considerados resistentes o tolerantes al virus de la Sharka. Las nuevas

variedades que se pretende obtener deben combinar las caracteristicas favorables de los
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genitores, por lo tanto deben ser al mismo tiempo resistentes al virus de la sharka y

presentar buenas calidades agronémicas y comerciales.

1.8.- Marcadores genéticos.

En la actualidad se vienen desarrollando gran cantidad de métodos para la
obtencidon de marcadores genéticos, que sirvan de apoyo a los programas de mejora

genética. Existen por tanto distintos tipos de marcadores:

1.8.1.- Marcadores morfologicos.

Los marcadores morfologicos controlados por un simple locus pueden ser
utilizados como marcadores genéticos si su expresion es reproducible para una amplia
gama de ambientes. EI hecho de que hayan factores en el medio que modifiquen la

respuesta fenotipica de este caracter limita su utilizacion como marcador genético.

1.8.2- Isoenzimas

Las isoenzimas se pueden definir como variantes de una misma enzima que,
desempefiando idéntica o similar funcion, tienen diferente carga eléctrica y peso
molecular. Al conjunto de formas diferentes de una misma enzima se le denomina
sistema isoenzimatico y el interés de éstos para la taxonomia se basa en dos razones

fundamentales: su especificidad y la independencia del medio.

Se han realizado estudios isoenzimaticos para la identificacion de variedades en
especies frutales como el manzano (Chevreau y col., 1985; Weeden y Lamb, 1985,
1987), el almendro (Hauagge y col., 1987; Cerezo y col., 1989), el melocotonero
(Messeguer y col., 1987) y el albaricoquero (Badenes y col., 1996).

Estos marcadores tienen sin embargo algunas limitaciones. El polimorfismo
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depende de la diversidad genética de la especie y aunque son productos primarios de la
transcripcion génica, se ha demostrado que algunos sistemas no son rigurosamente
independientes del estado fisioldgico en el que se encuentra la planta analizada (Royo y
col., 1994).

1.8.3.- RFLPs (Restriction fragment length polymorphism).

Las desventajas de los anteriores marcadores llevaron a algunos investigadores a

estudiar la posibilidad de obtener marcadores analizando directamente el ADN.

Los primeros marcadores moleculares que se desarrollaron fueron los RFLPs
(Restriction Fragment Length Polymorphism)(Boststein y col., 1980; Kan y Dozy,
1978; Wyman y White, 1980). Se trata de fragmentos de ADN que difieren unos de
otros por su longitud. EI ADN genomico se trata con endonucleasas de restriccion, que
lo rompen en un nimero de fragmentos cuyo tamafio y ndmero son caracteristicos del
organismo Yy del tipo de endonucleasa utilizada. La especificidad se basa en que cada
endonucleasa corta el ADN en sitios definidos, ya que sélo reconoce una secuencia de
bases concreta. EI nimero de fragmentos obtenidos corresponde a la frecuencia con que
aparece esta secuencia repetida en el ADN del individuo. La longitud de cada uno de los
fragmentos corresponde a las distancias entre cada uno de los sitios reconocidos. Los
fragmentos de ADN se transfieren mediante Southern a una membrana de nylon y son
hibridados con una sonda de ADN, que puede estar marcada radioactivamente o por
luminiscencia. Las secuencias homodlogas a la sonda utilizada se visualizan por

impresion y revelado de una pelicula.

Aunque la utilizacion de los marcadores moleculares en las especies lefiosas ha
empezado con retraso, el desarrollo de este tipo de estudios en frutales de hueso y

pepita ha experimentado en los ultimos afios un progreso considerable.

Los RFLPs han sido utilizados para la identificacion de variedades, como es el

caso del albaricoquero (De Vicente y col., 1998), asi como para la elaboracion de mapas
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gendémicos. A partir de 1993 se empezaron a utilizar marcadores tipo RFLPs en
melocotonero (Eldredge y col., 1992). En 1994 se publicé el primer mapa de manzano
(Hemmat y col., 1994) construido con RFLPs e isoenzimas. En cerezo se ha elaborado
recientemente un mapa gendémico basado en este tipo de marcadores (Wang y col.,
1998). El primer mapa gendmico construido en almendro se realiz6 también con estos
dos tipos de marcadores (Viruel y col., 1995). ElI numero de loci estudiados se ha
aumentando posteriormente (Arus y col. 1996; De Vicente y col. 1996; Ballester y col.,
1998). También se han elaborado mapas gendémicos con RFLPs en cruces
interespecificos almendro x melocotonero (Foolad y col., 1995; Joobeur y col., 1998;
Jauregui, 1998).

Los RFLPs se caracterizan por ser marcadores codominantes, con lo que son
mas informativos desde el punto de vista genético. Pese a ello presentan una serie de

desventajas:

. Es necesaria la elaboracion previa de una genoteca, partiendo de la misma especie 0
de especies relacionadas.

. Requieren la utilizacion de mucho ADN.

. Se trata de una técnica laboriosa.

. EIl polimorfismo detectado depende de la heterocigosidad de la especie estudiada.
Lineas altamente isogenéticas o cultivos que han experimentado autopolinizacion
durante generaciones dan lugar a pocos marcadores polimdérficos con la utilizacion

de esta técnica.

El principal inconveniente de esta técnica reside en el hecho de que, dadas las
exigencias de la metodologia, la realizacion rutinaria de este tipo de analisis en

laboratorios no especializados en biologia molecular es dificil.

Todo ello ha llevado al desarrollo de otros tipos de marcadores basados en el

ADN, cuya utilizacion resulta mucho mas sencilla.
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1.8.4.- RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA).

La técnica de los RAPDs fue desarrollada simultaneamente en dos laboratorios
(Welsh y McClelland, 1990; Williams y col., 1990).

Los RAPDs son marcadores moleculares que, al igual que los RFLPs, tienen
como fundamento encontrar en el ADN secuencias de nucle6tidos cortas y repetidas a lo
largo de la cadena. Para ello se utiliza una secuencia corta de ADN llamada cebador,
generalmente de 10 nucledtidos de secuencia arbitraria, que puede tener
complementariedad con el ADN en varios sitios. Segun la secuencia del cebador
utilizado, la union se dara en unos lugares o en otros. Esta unién servira de punto de
partida para sintetizar un fragmento continuo de ADN. Por medio de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) se obtienen, a partir de una pequefia muestra de ADN
infinidad de copias en pocas horas, de modo que estos fragmentos pueden ser

visualizados en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.

Este tipo de marcadores ha sido ampliamente utilizado para la identificacion
varietal, obtencion de marcadores moleculares ligados a genes de interés y la
elaboracion de mapas genomicos. EI primer mapa gendémico del melocotonero (Prunus
persica L.) se basa en este tipo de marcadores (Chaparro y col., 1994). Otros mapas
elaborados en melocotonero combinan esta técnica con los RFLPs (Rajapakse y col.,
1995; Viruel y col., 1998; Quarta y col., 1998).

Como principales desventajas de esta técnica nos encontramos con la naturaleza
dominante de los marcadores que se obtienen, la baja reproducibilidad de resultados y la
presencia de amplificaciones de bandas del mismo peso molecular, imposibles de
distinguir, y que pueden corresponder a loci distintos (Weeden y col. 1992). La falta de
reproducibilidad se puede superar ajustando y fijando las condiciones de trabajo. Pese a

estas desventajas los RAPDs tienen una serie de claras ventajas frente a los RFLPs:

. No requieren la elaboracion de una genoteca.
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. El polimorfismo detectado es superior al de los RFLPs, con lo que resulta una
técnica adecuada para la elaboracién de mapas utilizando cruces intraespecificos.

. Requiere la utilizacion de menores cantidades de ADN.

1.8.5.- AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism).

Se trata de una técnica bastante reciente (Vos y col.,, 1995) basada en la
amplificacion selectiva de fragmentos de restriccion de ADN. Combina por tanto las
dos técnicas anteriores. Por cada amplificacion se generan multiples bandas que
contienen marcadores de ADN de origen aleatorio. La digestion del ADN genémico
tiene lugar por medio de dos enzimas: EcoRI y Msel. Uno de ellos, EcoRlI, tiene
muchos puntos de reconocimiento en el genoma, por tanto dara lugar a fragmentos de
pequefio tamafio. Para obtener fragmentos de tamafio adecuado se utiliza la enzima de
restriccion Msel, que al tener menos puntos de reconocimiento, da lugar a fragmentos
mayores. Una vez realizada la digestion tiene lugar una ligacion con adaptadores
especificos de EcoRIl y Msel. Seguidamente se realiza una preamplificacion que
pretende generar muchas copias de los fragmentos obtenidos. El cebador especifico
correspondiente a la enzima EcoRI se marca radioactivamente para la realizacion de una
amplificacion selectiva, cuya mision es seleccionar sélo los fragmentos en cuyos
extremos encontramos los cortes de ambos enzimas, ECoORI y Msel. Los resultados se

visualizan en geles de poliacrilamida, que se caracterizan por dar una gran resolucion.

De todas las especies del género Prunus, el melocotonero es una de las mas
estudiadas desde el punto de vista genético. Presenta un grado de heterocigosidad bajo
dentro de este género, por lo que requiere la utilizacion de marcadores que den un alto
grado de polimorfismo. Los AFLPs pueden detectar un gran nimero de loci, siendo
muy adecuados para la elaboracion de mapas gendmicos de elevada densidad.
Recientemente estos marcadores han sido utilizados, junto con los descritos

anteriormente, para la elaboracion de mapas genomicos en la especie melocotonero:

. Abbott y col., 1998: Utilizando marcadores tipo RFLPs, RAPDs, AFLPs y SSTs.
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. Sosinski y col., 1998: RFLPs, RAPDs y AFLPs.
. Luycol, 1998: AFLPs.
. Dielenwanger y col., 1999: RAPDs, RFLPs y AFLPs.

Los AFLPs dan lugar a marcadores dominantes. Se trata ademas de una técnica
costosa y requiere un equipamiento caro, ya sea la utilizacion de radioactividad o
secuenciadores. Pese a estas desventajas, esta técnica presenta una serie de ventajas

frente a las técnicas anteriores:

. No requiere elaborar previamente una genoteca.

. Detecta un gran namero de loci, con lo que resulta una técnica adecuada para la
identificacién de genotipos muy préximos genéticamente y permite la elaboracién de
mapas de alta densidad.

. Los marcadores que se obtienen presentan una gran resolucion y son altamente
repetitivos.

. Se pueden transformar en marcadores SSR (codominantes).

1.8.6.- Otros marcadores moleculares.

Una de las principales desventajas de los marcadores basados en las técnicas de
PCR es que dan lugar a marcadores dominantes, menos informativos geneticamente.
Uno de los medios de superar estas limitaciones consiste en la conversion de este tipo
de marcadores en sondas codominantes de RFLP o en SCARs (Sequence-characterized
amplified region). Los SCARs son productos polimorficos obtenidos por PCR
utilizando cebadores de secuencia corta (10 nucleétidos), que posteriormente son
secuenciados y utilizados como cebadores especificos. La especificidad de estos
cebadores los hace adecuados para su utilizacion en la amplificacion especifica de
marcadores (Paran y Michelmore, 1993). Se comportan como marcadores dominantes
pero se pueden también convertir en marcadores codominantes (Rafalsky y Tingey,
1993).
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Otra técnica también utilizada son los SSRs (Simple Sequence Repeats) o
microsatélites. Se trata también de una importante modificacion de las técnicas basadas
en la PCR. Consiste en la amplificacion de secuencias repetitivas del genoma de un
tamafio < 6 pb, llamadas microsatélites (Litt y Luty, 1989: Weber y May, 1989). El
nimero de copias de estos fragmentos repetidos del genoma varia de un individuo a
otro, siendo ésta la base del polimorfismo. Esta técnica esta ganando cada vez mas
importancia en los estudios gendémicos de plantas (Condit y Hubbell, 1991; Rangwen y

col., 1995), ya que proporcionan marcadores codominantes.

1.9.- Aplicacién de los marcadores moleculares en la mejora genética.

La mejora genética de las especies a través de su seleccion por el hombre
depende de la habilidad de controlar los efectos genéticos y distinguirlos de los efectos
en el fenotipo producidos por el medio ambiente.

El proceso completo de mejora genética en una especie frutal puede dividirse en

tres fases:

. La primera fase, o fase de preparacion, consiste en la recopilacién y evaluacién del
germoplasma, la deteccion de los problemas mas importantes a resolver, la
definicion de objetivos en funcidén de los problemas detectados y la eleccién de
genitores. Para ello es necesario identificar el material del que se dispone.

. La segunda fase consiste en la realizacion de cruzamientos entre los genitores
elegidos y el estudio de las descendencias para seleccionar las obtenciones que mejor
se ajusten a los objetivos definidos.

. La tercera fase consiste en la evaluacion de las variedades seleccionadas en la fase
anterior, el registro de las mismas para la proteccion de los derechos del obtentor y el

inicio de la multiplicacion comercial.

Todas las técnicas que permitan una rapida entrada en produccién o una
seleccién precoz de las descendencias son fundamentales para acortar la duracion del

proceso completo. En este contexto se situan las técnicas de marcadores moleculares. El
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uso de los marcadores moleculares se ha convertido en una importante herramienta para
el mejorador. Debido a que el polimorfismo observado con las técnicas del ADN es
mucho mayor que el obtenido por los marcadores morfoldgicos o bioquimicos, se trata
de marcadores particularmente Gtiles. La mejora asistida por marcadores moleculares
(MAS) permite aumentar la eficiencia en la seleccion, permitiendo una seleccion precoz
de los materiales. Esto resulta especialmente interesante para las especies frutales, ya
que la mejora genética de estas especies se enfrenta a problemas mayores a los
observados en las especies herbaceas anuales. En especies lefiosas la duracién
intergeneracional unida a las mayores dificultades de manejo, como por ejemplo la
necesidad de disponer de mayor superficie para su evaluacion, exigencia de frio para la
floracion y la disponibilidad de flores y frutos limitada a un corto periodo de tiempo,

hace que los programas de mejora genética se prolonguen durante afios.

La realizacién de mapas gendmicos basados en marcadores moleculares puede
permitir la seleccion indirecta de caracteres tanto cualitativos como cuantitativos. Estos
marcadores también resultan dtiles para la identificacion de cultivares, el
establecimiento de relaciones filogenéticas y la realizacion de estudios de diversidad

genética por medio de los cuales se pueden establecer nuevas estrategias de mejora.

En la actualidad existe una intensa actividad en este sentido dentro de la mejora
de frutales y concretamente dentro del género Prunus. Esta intensa actividad es reflejo
de la utilidad que representa la localizacion de marcadores ligados a caracteres
agronomicos valiosos en especies lefiosas. Existen muchos mapas en construccion, dos
de ellos dentro del proyecto de la Unidn Europea , cuyo objetivo es construir el mapa
consenso del género Prunus (Arus, 1994). A través de la construccion de estos mapas se
han obtenido marcadores moleculares ligados a caracteres como la
autoincompatibilidad, la dureza de la cascara (Viruel y col., 1995) y la época de
floracion (Ballester, 1998) en almendro; el color de las anteras, la almendra amarga
(Joober y col., 1998), la resistencia a nematodos y el color de la hoja (Jauregui, 1998)
en el cruce de almendro x melocotonero; porte, color de la flor, presencia de flores

dobles (Chaparro y col., 1994), color de la carne, porte, enanismo (Rajapakse y col.,
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1995), resistencia a Taphrina deformans (Viruel y col., 1998), resistencia a oidio,
adherencia al hueso (Quarta y col., 1998), QTLs, fruto (Abbott y col., 1998;
Dielenwager y col.,, 1999), acidez y forma del fruto, melocoton o nectarina,
androesterilidad (Dielenwager y col., 1998), tamafio del fruto, glucosa, fructosa, fecha
de maduracion (Sosinski y col., 1998) y resistencia a nematodos (Lu y col.,1998) en

melocotonero.

En el actual programa de mejora genética del albaricoquero, que se esta
desarrollando en el IVIA, seria deseable contar con marcadores moleculares que
ayudaran a la seleccion de caracteres como la resistencia a Sharka, autocompatibilidad y
androesterilidad. La determinacion de la resistencia a Sharka es actualmente el primery
mas importante criterio en la seleccion de las descendencias en cruces intraespecificos
de la especie albaricoquero. A pesar de que se ha conseguido optimizar el método
(Moustafa, 1999), esta determinacion implica una serie de ciclos de injerto e
inoculacion con una duracion minima de 6 meses. Este periodo corresponde a las
variedades sensibles que manifiestan sintomas rapidamente. Para su analisis las plantas
deben tener ademas un tamafio adecuado, que no se alcanza hasta los 12-18 meses desde
la germinacién. La obtencion de marcadores moleculares ligados al gen o genes de
resistencia a Sharka aumentaria enormemente la eficiencia de la seleccion y del

programa de mejora genética en su conjunto.

Otro caracter a seleccionar es la autocompatibilidad. La autoincompatibilidad en
albaricoquero es un caracter no deseable. La mayoria de los genitores resistentes a
sharka son autoincompatibles, por lo que se estd introduciendo este caracter en las
descendencias obtenidas en el programa. La determinacion biol6gica de este caracter
entrafia muchas dificultades, por la laboriosidad de la metodologia actual y el corto
periodo de tiempo anual en el que se dispone de flores. La obtencion de un marcador
molecular para este caracter seria de gran utilidad. Lo mismo ocurre con el caracter
androesterilidad, aunque a diferencia del anterior, la metodologia para su
determinancion es mucho mas sencilla. Sin embargo requiere la observacion de las

flores, y , por tanto, hay que esperar a que las plantas alcancen su periodo productivo.
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La mejora asistida por marcadores moleculares tiene algunas limitaciones:

. Para determinados tipos de marcadores no se mantiene la asociacion marcador-
caracter entre diferentes poblaciones, con lo que los resultados de una poblacion
no son extrapolables a otras poblaciones de la misma especie. Esto es en parte
debido a las diferencias genéticas entre poblaciones, a las interacciones genotipo-
ambiente y a la falta de estabilidad de dichas asociaciones a través de las distintas
generaciones (Baird, 1996).

. Muchos de los genes de interés agrondmico son de herencia cuantitativa. En estos
casos es mas dificil encontrar marcadores que expliquen la variacion genética. Por
lo tanto, la seleccion de marcadores moleculares de ayuda a la seleccion es menos

eficiente para estos caracteres (Strauss y col., 1992).

Sin embargo, segin O'Malley y col. (1996), las nuevas técnicas de obtencion de
marcadores y los progresos en los algoritmos desarrollados para el procesado de los
datos suministrados por los mismos, pueden solucionar gran parte de estos problemas y
hacer que la mejora asistida por marcadores sea realmente eficiente en la seleccion de

caracteres cuya herencia sea tanto oligogénica como poligénica.

Para lograr marcadores es necesario estudiar la co-segregacion entre los
candidatos a marcadores y los caracteres de interés. Ello implica disponer de
poblaciones adecuadas en las que poder estudiar dicha co-segregacion. Esto ha sido un

gran obstaculo para el progreso de estos estudios en muchas especies lefiosas.

La existencia de familias de cruzamientos intraespecificos de albaricoquero
procedentes del programa de mejora del Departamento de Mejora y Patologia Vegetal
del CEBAS-CSIC (Murcia), que segregan para caracteres de interés en nuestro
programa de mejora, era una clara oportunidad para buscar y desarrollar marcadores

moleculares de ayuda a la seleccion en esta especie.
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2.- OBJETIVOS GENERALES
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2.- OBJETIVOS GENERALES

. Realizacion de un estudio comparativo de los marcadores moleculares tipo RFLP,
RAPD y AFLP para su aplicacion en identificacion de variedades, en estudios de

diversidad genética y en construccion de mapas genomicos de albaricoquero.

. Construccion de un mapa gendmico de la especie albaricoquero basado en los
marcadores moleculares del tipo RAPD y AFLP, a partir de una poblacion
segregante para el caracter Resistencia a Sharka, obtenida de un cruce

intraespecifico entre dos variedades: Goldrich y Valenciano.

. Obtencion de marcadores moleculares ligados a los caracteres: Resistencia al
virus de la Sharka, Autocompatibilidad y Androfertilidad, que son criterios de
seleccion en los programas de mejora genética del albaricoquero desarrollados en

Europa.

Estos tres objetivos pueden resumirse en un objetivo general:

. Estudio de marcadores moleculares en albaricoquero como ayuda para la

seleccion precoz de las descendencias obtenidas en los programas de mejora de

albaricoquero.
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4.- COMPARACION DE DISTINTOS TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES
PARA SU APLICACION EN ESTUDIOS GENETICOS EN ALBARICOQUERO.
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4.1.-INTRODUCCION

La especie albaricoquero (Prunus armeniaca L.) es originaria de Asia Central,
desde donde se introdujo posteriormente en Iran. Mas tarde su cultivo se extendio a
Italia, Grecia y otros paises de la cuenca mediterranea. El albaricoquero presenta una
gran diversificacion varietal, lo que ha permitido su cultivo en areas geogréaficas
extensas. En cada zona el cultivo se basa en unas pocas variedades muy adaptadas
ecologicamente (Layne y col. 1996). La produccién de albaricoque es importante en
varios paises asiaticos, la zona mediterranea y USA. En todos estos paises se estan
desarrollando programas de mejora genética, cuyo principal objetivo es la adaptacién

ecologica y la resistencia a enfermedades.

La diversidad genética del albaricoquero fue estudiada por Kostina (1969) y
revisada posteriormente por Bailey y Hough (1975). Estos autores clasificaron el
germoplasma de albaricoque en 4 grupos ecogeogréaficos, basandose en caracteres
morfoldgicos y pomoldgicos. El grupo europeo es el de menor diversidad, pero incluye
la mayoria de los albaricoques cultivados en Europa y USA. Este grupo ha sido
estudiado utilizando isoenzimas (Badenes y col., 1996) y caracteres morfologicos
(Badenes y col., 1998). Los isoenzimas en la especie albaricoquero mostraron bajos
niveles de polimorfismo, pero superiores a los encontrados en melocotonero (Aruselkar
y col., 1986). Los isoenzimas son productos de la expresion génica y los efectos
ambientales pueden provocar diferencias en la expresion. Por otra parte los caracteres
morfologicos utilizados para la caracterizacion de variedades son afectados por el
ambiente y su estudio es laborioso, especialmente en especies frutales. La
disponibilidad de estudios de diversidad genética en la especie albaricoquero puede
permitir un mejor manejo del material del que se dispone, la conservacion de los
recursos geneticos y la planificacion de estrategias de mejora. Sin embargo estos
estudios requieren el suficiente nimero de marcadores polimorficos, que esta limitado
por la diversidad de la especie. Desde el desarrollo de las técnicas de biologia molecular
se dispone de una nueva y poderosa herramienta para la obtencion de marcadores

basados en el ADN. Estos marcadores presentan muchas ventajas, ya que no son
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afectados por el ambiente y se puede obtener una gran cantidad de marcadores
polimérficos. Como ya se ha visto en la introduccion general existen muchos tipos de
marcadores moleculares. Combinandolos es posible encontrar suficiente polimorfismo

para los estudios de diversidad.

En el presente estudio se han analizado un grupo de variedades usadas como
genitores en el programa de mejora genética del IVIA para la introduccion de
resistencia a Sharka. Han sido estudiadas utilizando marcadores del tipo RFLP, RAPD y
AFLP.

4.2.- OBJETIVOS.

El objetivo del presente estudio es investigar el uso de los marcadores
moleculares en la especie albaricoquero. Los resultados de cada tipo de marcadores han
sido comparados en cuanto a su polimorfismo, habilidad para evaluar la diversidad
genética, el establecimiento de relaciones entre cultivares, comparandolos con su origen

geografico, y la elaboracion de mapas genéticos.

4.3.- MATERIALES Y METODOS.

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron 16 variedades de albaricogquero
pertenecientes a la coleccion de variedades del IVIA. Se eligieron variedades
procedentes de Norteamérica, que son probablemente hibridos entre albaricoques
europeos y asiaticos (Badenes y col., 1996): Stark Early Orange (SEO), Goldrich
(GOL), Harcot (HAR), Hargrand (HAG) y Henderson (HEN), todos ellos resistentes a
Sharka excepto Hargrand; procedentes de Francia: Royal (ROY) y Rouge de Sernhac
(SEN); y Espafia: Canino (CAN), Moniqui (MON), Bulida (BUL), Navarros (NAV),
Veldzquez (VEL), Valenciano (VAL), Ginesta (GIN) , Tadeo (TAD) y Corbaté (COR).

En el Anejo 2 se incluyen figuras de las variedades utilizadas.
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Tabla 4.1.- Variedades presentes en el estudio, su origen y resistencia (r) o susceptibilidad (s)

al virus de la Sharka.

Variedades Origen Resistencia a Sharka
Stark Early Orange Norteamérica r
Harcot Norteameérica r
Hargrand Norteamérica s
Moniqui Espaia S
Henderson Norteamérica r
Goldrich Norteameérica r
Velazquez Espafa S
Ginesta Espafna s
Valenciano Espana S
Tadeo Espafa S
Navarros Esparfa s
R. Sernhac Francia S
Royal Francia S
Bulida Espafa S
Canino Espafa s
Corbat6 Espafa s

Para diferenciar las distintas variedades a nivel genético se emplearon tres
técnicas de marcadores moleculares: RFLPs, RAPDs y AFLPs.

En RFLPs se utilizaron inicialmente 12 sondas procedentes de almendro,
amablemente cedidas por el IRTA de Cabrils, combinadas de tres en tres con un total de
4 enzimas: EcoRI, BamHI, Xbal y Hind 111 (Promega). Sin embargo, la falta de datos en
algunas variedades hizo que se eliminaran del estudio las combinaciones
correspondientes a Xbal y Hind I1I.

Para los RAPDs se utilizaron un total de 40 cebadores pertenecientes a las series
OPB y OPC de Operon Technologies.

En AFLPs fueron utilizadas 6 combinaciones de cebador/enzima, las cuales

pueden observarse en la tabla 4.7.
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El andlisis de los resultados se realizo utilizando el software NTSYS (Exeter
Software, Setauket, NY), (Rolfh, 1993).

Para la eleccién de un estimador de la distancia genética en marcadores
moleculares se compararon los indices de Nei y Jaccard. El indice de Nei se basa en el
namero de fragmentos de amplificacion compartidos por las distintas variedades

presentes en el estudio. La similaridad se define de acuerdo con la siguiente formula:

N D (a, b) = 2 Nab / (Na + Nb)

. Nab es el numero de bandas que comparten los genotipos a 'y b.
. Naes el numero de bandas correspondientes al genotipo a.

. Nb es el numero de bandas correspondientes al genotipo b.

El indice de Jaccard es un estimador de distancias genéticas al igual que el
indice de Nei. Las distancias en este caso se definen de acuerdo con la siguiente

formula:

JD=1-Nab/[(Na+ Nb) - Nab]

. Nab es el numero de bandas que comparten los genotipos a 'y b.
. Na es el numero de bandas correspondientes al genotipo a.

. Nb es el nimero de bandas correspondientes al genotipo b.

Se evalud la correlacion entre estos dos estimadores de distancias genéticas en

los tres tipos de marcadores utilizados en el estudio.

De acuerdo con la presencia (1) o ausencia de bandas (0) se obtuvo una matriz
de similaridad usando el indice Nei (Nei y Li, 1979) como estimador de las distancias

genéticas.
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Se realiz6 un dendograma de las 16 variedades basando en la matriz de
similaridad para cada tipo de marcadores: RFLPs, RAPDs y AFLPs. Para ello se aplico
el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method). La comparacion entre los
distintos sistemas de marcadores empleados (RFLPs, RAPDs y AFLPs) se realizo
usando el test de Mantel de correspondencia entre matrices (Mantel, 1967). Para tener
una estima de la similaridad entre dendogramas y determinar si las diferencias entre
ellos eran significativas se obtuvieron valores cofenéticos para cada dendograma,
seguidos de la construccion de una matriz cofenética para cada tipo de marcador. Estas

matrices cofenéticas también fueron comparadas utilizando el test de Mantel.

Para comparar los marcadores moleculares con los marcadores isoenzimaticos,
de acuerdo con los resultados de Badenes y col. (1996), se construyd una matriz de

similaridad basada en la distancia de Nei (1972).

4.4.- RESULTADOS.

4.4.1.- Indices estimadores de las distancias genéticas.

La comparacidn entre los indices de Nei y Jaccard se realizd con la finalidad de
observar posibles discrepancias entre ambos métodos a la hora de estimar distancias
genéticas. La correlacidbn mas baja obtenida entre estimadores se observo con los
RFLPs (0.89). Las correlaciones entre los indices de Nei y Jaccard fueron muy altas
para los marcadores basados en PCR, AFLPs y RAPDs, que dieron un valor de 0.98 en
ambos casos (Fig. 4.1). Esto llevo a la utilizacion del indice Nei como Unico estimador

de las distancias geneticas en los tres marcadores moleculares comparados.
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Jaccard versus Nei

0.00—

Distancias Nei A

LN S S B R s @)
0.08 0.21 0.33

Distancias Jaccard

FIGURA 4.1.- Comparacién entre los coeficientes de Nei
y Jaccard para el calculo de las distancias genéticas
entre variedades en el sistema de marcadores AFLPs
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4.4.2.- RFLPs

4.4.2.1.- Polimorfismo.

La combinacién de doce sondas y dos enzimas (EcoRI, BamHI) utilizadas en
RFLPs dio lugar a 49 bandas (Tabla 4.7). La combinacion de las sondas
AC6/AG8/AG12 con las dos enzimas no dio lugar a ningun fragmento polimorfico.
Tres combinaciones de sondas dieron 11 bandas polimorficas, las cuales permitieron
establecer diferencias entre las 16 variedades estudiadas. Variedades muy proximas
entre si pudieron ser identificadas por una unica combinacién sonda/enzima. Las sondas
AG40/Ext1/S6 distinguian las variedades "Royal" y "Rouge de Sernhac", ambas
francesas. "Canino" y "Bulida", dos variedades espariolas, tambien fueron diferenciadas
por una Unica combinacién de sondas. Las sondas AG6/AG7/AG41 en la enzima
BamHI mostraron bandas presentes en "Valenciano™ y ausentes en "Ginesta" y
viceversa. Estas dos Ultimas variedades pertenecen al grupo de variedades valencianas.
Se trata de dos variedades muy préximas, por lo que se espera también su proximidad a
nivel genético. Todas las variedades norteamericanas usadas como donantes de
resistencia a Sharka en los programas de mejora genética europeos han sido
identificadas por combinaciones especificas sonda/enzima. Los cultivares "Harcot" y
"Hardgrand" procedentes de Ontario (Canada) fueron identificados por una
combinacion sonda/enzima. EI resumen del polimorfismo obtenido se muestra en la
tabla 4.2.
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Tabla 4.2.- Combinaciones de sondas y enzimas de RFLPs utlizadas en las 16 variedades de

albaricoquero. (+) indica presencia y (-) indica ausencia del marcador.

Enzima SONDAS BAND SEO HAR HAG MON HEN GOL VEL GIN VAL TAD NAV SEN ROY BUL CAN COR

ECOR1 AG46/AG9/0Olel | + + - - + + - - - - + - - - - -
1] -+ + + + -+ + + + + + o+ o+ o+ O+

m - - - - - + - - - - 4+ - 4+ - + +

AG6/AGTIAGAL | + + + 4+ + + + + + o+ -+ 4+ o+ o+ o+

nm + + - + + - - - 4+ 4+ + 4+ + - - +

AG40/Ext1/S6 | + + o+ - + -+ o+ o+ o+ - + -+ - +

] S T T R S S T T R

AC6/AG8/AG12 MONOMORFICA

Enzima SONDAS BAND SEO HAR HAG MON HEN GOL VEL GIN VAL TAD NAV SEN ROY BUL CAN COR

BamH1 AG46/AG9/Olel | -+ + + + -+ + 4+ O+ O+ O+ O+ O+ o+ o+
nm + + + + + - + + + + + + + + + +

AG6/AGT7IAG41 | - + + o+ - + - -+ - + + o+ - - -
AGAOEXLIS6 | - - - - a4 4 - oo+ o+ o+ ¥

n - + + - + + - - - - - - - - - -

AC6/AG8/AG12 MONOMORFICA

4.4.2.2.- Agrupacion de variedades.

El dendrograma obtenido se muestra en la figura 4.2. El agrupamiento central
del dendograma contiene las variedades espariolas "Velazquez", "Ginesta" y "Bulida".
Se observa un segundo grupo unido al anterior que incluye las variedades "Royal",
"Canino" y "Corbatd", variedades todas ellas pertenecientes al grupo europeo, aunque
su origen sea diferente. “Royal” es una variedad francesa, mientras que “Canino” y
“Corbat6” son variedades valencianas. Muy cerca de estas Ultimas variedades nos
encontramos las variedades "Valenciano" y "Tadeo", ambas de origen valenciano. Un
tercer grupo unido a los anteriores incluye la variedad "Moniqui” de origen murciano y
la variedad "Sernhac" de origen francés . Las variedades norteamericanas no se agrupan
juntas, sino gque se unen al grupo central separadamente. Primero "Stark Early Orange”
y "Henderson" y posteriormente "Harcot” y "Goldrich”. Estas cuatro variedades
norteamericanas se caracterizan por ser resistentes al virus de la Sharka. De acuerdo con
estos resultados las variedades mas alejadas a nivel genético del grupo de variedades
europeas son "Harcot™ y "Goldrich™. La correlacion entre la matriz cofenética y el valor

cofenético del agrupamiento fue de 0.83, lo cual representa una buena aproximacion. La
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correlacion entre la matriz de distancias genéticas obtenida para RFLPs y las matrices

obtenidas para otro tipo de marcadores moleculares se muestra en la tabla 4.8.

Tabla 4.3.- Matriz de similaridad entre cultivares usando marcadores RFLPs. Las distancias

han sido calculadas con el indice de Nei (Nei y Li, 1979).

SEO HAR HAG MON HEN GOL VEL GIN VAL TAD NAV SEN ROY BUL CAN COR

SEO
HAR
HAG
MON
HEN
GOL
VEL
GIN
VAL
TAD
NAV
SEN
ROY
BUL
CAN
COR

1,00
0,45
0,30
0,32
0,48
0,21
0,33
0,30
0,36
0,40
0,30
0,40
0,29
0,32
0,21
0,38

1,00
0,43
0,37
0,48
0,30
0,31
0,29
0,40
0,36
0,36
0,43
0,34
0,30
0,22
0,34

1,00
0,33
0,38
0,25
0,35
0,32
0,37
0,32
0,24
0,40
0,31
0,33
0,25
0,31

1,00
0,33
0,18
0,29
0,26
0,40
0,35
0,35
0,43
0,42
0,45
0,27
0,33

1,00
0,25
0,35
0,32
0,37
0,40
0,32
0,40
0,31
0,33
0,25
0,38

1,00
0,22
0,18
0,31
0,18
0,55
0,36
0,50
0,20
0,40
0,33

1,00
0,28
0,26
0,28
0,14
0,28
0,20
0,29
0,21
0,27

1,00
0,48
0,43
0,17
0,35
0,33
0,45
0,36
0,42

1,00
0,36
0,24
0,36
0,35
0,31
0,25
0,35

1,00
0,23
0,38
0,30
0,32
0,24
0,37

1,00

0,50 1,00

0,59 0,45 1,00

0,27 0,40 0,24 1,00

0,40 0,30 0,29 0,36 1,00
0,47 0,45 0,33 0,42 0,83 1,00

4.4.3.- RAPDs

4.4.3.1.- Polimorfismo.

Se emplearon 40 cebadores de 10 nucledtidos para la realizacion de este estudio.

Aunque los 40 cebadores empleados en el estudio dieron lugar a amplificaciones,

solamente 22 de ellos generaron fragmentos polimérficos, cuyos patrones de bandas

eran altamente reproducibles. Se observaron un total de 45 fragmentos polimérficos,

obteniéndose por cada cebador entre 1 y 3 fragmentos polimdrficos (1.13

marcadores/cebador como media). Sélo dos cebadores generaron de 4 a 6 fragmentos

polimérficos. Todas las variedades pudieron ser identificadas por medio de las bandas

polimorficas obtenidas.
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4.4.3.2.- Agrupacion de variedades.

A partir de las bandas polimérficas obtenidas se calculd una matriz de
similaridad (Tabla 4.4) y a partir de ella se elabor6 un dendrograma (Fig 4.3), donde
aparecen en el mismo grupo las variedades norteamericanas "Stark Early Orange" y
"Henderson". Estas dos variedades se diferencian muy claramente del resto de las
variedades bajo estudio en lo que respecta a su pomologia y sus necesidades de frio.
Una segunda agrupacién incluye las también variedades norteamericanas "Harcot" y
"Goldrich". Todos estos cultivares son resistentes a Sharka y forman una agrupacion
separada del resto de las variedades estudiadas. Esto sugiere que las variedades que
poseen el carécter resistencia a Sharka tienen un antecesor comun. La variedad
"Hargrand" de origen canadiense se agrupa con las variedades europeas. Se trata de una
variedad que, al contrario del resto de las variedades norteamericanas estudiadas,
presenta susceptibilidad al virus de la Sharka. Estos resultados sugieren que, pese a que
esta variedad procede de un cruce entre variedades asiaticas y europeas, se aproxima
genéticamente mucho mas a las variedades europeas. Los otros grupos se encuentran
formados por variedades europeas. Las dos variedades francesas "Royal" y "Sernhac" se
agrupan juntas. Las variedades valencianas "Tadeo", "Canino" y "Corbat6" aparecen
juntas en otro grupo. También forman otro grupo las variedades murcianas
"Veldzquez", "Navarros" y "Moniqui". Las variedades europeas que mas se alejan del
grupo de cultivares resistentes a Sharka son las variedades valencianas "Valenciano™ y
"Ginesta", las cuales se caracterizan por su precocidad y sus bajos requerimientos de
frio invernal. La distribucién de las variedades en el dendograma se realiza de acuerdo a
las necesidades de frio, de manera que las variedades con mayores requerimientos de
frio “Stark Early Orange” y “Henderson” se situan en un extremo del dendograma,
separadas de las variedades adaptadas a zonas mas calidas “Valenciano” y “Ginesta”,

que se sittan al otro extremo.

El dendrograma obtenido se ajusta bastante a la matriz de distancias ya que

presenta una correlacién cofenética del 0.8. Las correlaciones entre la matriz de
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distancias genéticas obtenida a partir de RAPDs con el resto de matrices obtenidas con

los otros marcadores utilizados en el estudio puede observarse en la tabla 4.8.

Tabla 4.4.- Matriz de similaridad entre cultivares usando marcadores RAPDs. Las distancias

han sido calculadas con el indice de Nei (Nei y Li, 1979).

SEO HAR HAD MON HEN GOL VEL GIN VAL TAD NAV SEN ROY BUL CAN COR

SEO 1

HAR 0,68 1

HAD 0,76 0,73 1

MON 0,68 0,58 0,65 1

HEN 0,77 0,7 0,73 0,65 1

GoL 0,72 0,7 0,65 0,62 0,61 1

VEL 0,65 0,55 0,7 0,81 0,67 0,63 1

GIN 0,49 0,36 0,43 0,64 0,41 0,36 0,57 1

VAL 0,54 0,51 0,56 0,74 0,47 0,43 0,64 0,73 1

TAD 0,67 0,68 0,68 0,72 0,73 0,73 0,73 0,43 0,53 1

NAV 0,57 0,42 0,51 0,81 0,54 0,58 0,79 0,57 0,6 0,61 1

SEN 0,68 0,7 0,69 0,69 0,74 0,65 0,75 0,45 0,59 0,82 0,63 1

ROY 0,71 0,68 0,6 0,72 0,64 0,73 0,61 0,48 0,57 0,76 0,7 0,82 1

BUL 0,64 0,65 0,77 0,69 0,65 0,57 0,67 0,6 0,74 0,68 0,55 0,73 0,68 1

CAN 0,68 0,65 0,65 0,8 0,65 0,61 0,67 0,55 0,7 0,72 0,71 0,73 0,81 0,77 1
COR 0,68 0,62 0,69 0,83 0,65 0,62 0,74 0,56 0,74 0,68 0,7 0,69 0,72 0,76 0,87 1

4.4.4.- AFLPs.

4.4.4.1.- Polimorfismo.

Para el estudio se utilizaron 6 combinaciones cebador/enzima, que dieron lugar a
un total de 231 fragmentos polimorficos. Esto supone una media de 38.5 marcadores
por combinacion cebador/enzima. Este valor es 34 veces superior a RAPDs y 85 veces
superior a RFLPs (Tabla 4.9). Todas las variedades fueron identificadas con una sola
combinacion cebador/enzima. Se encontraron 2 marcadores especificos de las
variedades norteamericanas: AA/CTT 22 y AC/CAA 22, asi como marcadores
especificos de variedades norteamericanas resistentes al virus de la Sharka (Tabla
4.11). El cruce entre la variedad norteamericana Goldrich y la variedad autoctona
Valenciano ha sido utilizado para la realizacion de un mapa genémico de albaricoquero,

con lo que es de especial interés el encontrar marcadores que distingan ambas
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variedades. Aproximadamente el 50% de los marcadores obtenidos por esta técnica
distinguian al cultivar Goldrich de las variedades valencianas. Concretamente 104
marcadores de los 231 obtenidos por medio de AFLPs estaban presentes en Goldrich y
ausentes en la variedad autdctona Valenciano (Currot). Los loci polimorficos
correspondientes a cada combinacion cebador/enzima utilizados en el estudio de

diversidad y los loci que distinguen las dos variedades pueden verse en la tabla 4.5.

Tabla 4.5.- Marcadores AFLPs obtenidos en el estudio de diversidad de albaricoquero, que

distinguen las variedades Goldrich y Valenciano.

AFLPs (enzima/cebador) Loci polimorficos Loci diferentes
EcoRI AC/Msel CTT 34 17
EcoRI AG/Msel CCA 26 15
EcoRI AC/ Msel CCA 38 19
EcoRI AA/Msel CTT 47 26
EcoRI AG/Msel CTT 31 14
EcoRI AC/Msel CAA 55 28

La figura 4.8 muestra los resultados obtenidos para la combinacion EcoRI AA/ Msel

CTT en las 16 variedades estudiadas.

4.4.4.2.- Agrupacion de variedades.

Al igual que para los otros dos tipos de marcadores moleculares, se obtuvo una
matriz de similaridad (Tabla 4.6) y un dendograma (Fig. 4.4) en el cual se observan las
relaciones genéticas entre las variedades estudiadas. La correlacion cofenética fue del
0.82. Los resultados del agrupamiento obtenido con las 6 combinaciones
cebador/enzima se ajustan perfectamente al origen geogréfico de las variedades bajo
estudio. Los dos grupos ecogeograficos, norteamericano y europeo, se agrupan
separadamente, tal y como se ha observado ya para el caso de los marcadores tipo
RAPDs. Sin embargo esta es la primera vez en que se separan las variedades europeas
de acuerdo con su origen local, dando lugar a dos grupos claramente diferenciados de

variedades murcianas y variedades valencianas. El otro grupo de variedades europeas
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locales presente en este estudio se encuentra representado por dos variedades francesas,
las cuales forman un agrupamiento independiente. El estudio por separado de cada una
de las combinaciones cebador/enzima da como resultado dendrogramas que se
aproximan al resultado obtenido en RAPDs, donde se observan las mayores diferencias
en la posicion relativa de los cultivares europeos. Utilizando el test de Mantel se
obtuvieron las correlaciones entre matrices de similaridad para cada combinacién
cebador/enzima, que oscilaron entre 0.46, valor obtenido de la comparacién entre EcoRI
AC/Msel CCA'y EcoRI AC/Msel CAA, y 0.68, correspondiente a la comparacion entre
EcoRIl AC/Msel CAA y EcoRI AA/Msel CTT. Las peores correlaciones resultaron de la
comparacion entre la combinacion EcoRl AG/Msel CCA vy el resto de combinaciones
cebador/enzima, que oscilaron entre 0.22 y 0.42. Se establecieron también las
correlaciones entre la matriz obtenida con la totalidad de las combinaciones
cebador/enzima y las sucesivas matrices obtenidas a partir de 1, 2, 3, y 4 combinaciones

cebador/enzima. Estos resultados pueden observarse en la tabla 4.10.

Tabla 4.6.- Matriz de similaridad entre cultivares usando marcadores AFLPs. Las distancias

han sido calculadas con el indice de Nei (Nei y Li, 1979).

SEO HAR HAG MON HEN GOL VEL GIN VAL TAD NAV SEN ROY BUL CAN COR

SEO 1

HAR 0,62 1

HAG 0,67 0,7 1

MON 0,52 0,55 0,63 1

HEN 0,77 0,61 0,6 0,44 1

GoL 0,63 0,68 0,75 0,63 0,57 1

VEL 0,52 0,55 0,61 0,81 0,48 0,61 1

GIN 0,35 0,44 0,38 0,49 0,31 0,39 0,51 1

VAL 0,43 0,51 0,45 0,58 0,37 0,44 0,61 0,72 1

TAD 0,59 0,58 0,62 0,74 0,54 0,62 0,74 0,47 0,62 1

NAV 0,58 0,61 0,65 0,82 0,48 0,66 0,8 0,5 0,62 0,77 1

SEN 0,53 0,62 0,6 0,62 0,49 0,57 0,62 0,52 0,63 0,67 0,65 1

ROY 0,56 0,63 0,62 0,72 0,46 0,66 0,71 0,52 0,61 0,69 0,73 0,75 1

BUL 0,55 0,59 0,61 0,67 0,51 0,66 0,71 0,56 0,57 0,7 0,71 0,69 0,73 1

CAN 0,55 0,65 0,63 0,69 0,5 0,64 0,67 0,53 0,59 0,68 0,72 0,75 0,75 0,71 1
COR 0,46 0,49 0,51 0,58 0,41 045 0,6 0,59 0,65 0,62 0,58 0,59 0,56 0,55 0,61 1
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4.4.5.- Isoenzimas

Los resultados obtenidos con los tres tipos de marcadores moleculares fueron
comparados con 6 sistemas isoenzimaticos correspondientes a 7 loci obtenidos por
Badenes y col. (1996). Se calculd la matriz de similaridad (Tabla 4.7) y a partir de ella
se obtuvo un dendrograma (Fig. 4.5), que generaba una agrupacion diferente a la
obtenida por medio de los marcadores basados en ADN. Los isoenzimas no fueron
capaces de distinguir las variedades Ginesta y Valenciano, ambas originarias de
Valencia, las variedades Bulida, Corbaté y Tadeo, originarias de diferentes zonas
espanolas y las variedades Canino y Hardgrand. La principal diferencia con respecto al
resto de dendrogramas es que no se produce la separacién de las variedades europeas y
norteamericanas. Las comparaciones entre isoenzimas y los marcadores basados en
ADN no son significativas (Tabla 4.8). La correlacién cofenética fue la mas baja
observada entre marcadores (0,56), lo que indica que el agrupamiento obtenido no es

muy fiable.

Tabla 4.7.- Matriz de similaridad entre cultivares usando isoenzimas. Las distancias han sido

calculadas con el indice de Nei (Nei 1972).

SEO HAR HAG MON HEN GOL VEL GIN VAL TAD NAV SEN ROY BUL CAN COR

SEO 1

HAR 0,57 1

HAG 0,5 0,79 1

MON 0,57 0,79 0,86 1

HEN 0,57 0,86 0,86 0,86 1

GoL 0,57 0,71 0,79 0,71 0,71 1

VEL 0,36 0,71 0,79 0,79 0,79 0,57 1

GIN 0,36 0,57 0,64 0,79 0,64 0,5 0,86 1

VAL 0,36 0,57 0,64 0,79 0,64 0,5 0,86 1 1

TAD 0,5 0,93 0,86 0,86 0,93 0,79 0,79 0,64 0,64 1

NAV 0,5 0,86 0,93 0,93 0,93 0,71 0,86 0,71 0,71 0,93 1

SEN 0,43 0,79 0,86 0,86 0,86 0,64 0,86 0,71 0,71 0,86 0,93 1

ROY 0,57 0,86 0,79 0,93 0,86 0,79 0,71 0,71 0,71 0,93 0,86 0,79 1

BUuL 0,5 0,93 0,86 0,86 0,93 0,79 0,79 0,74 0,64 1 0,93 0,86 0,93 1

CAN 0,57 0,79 0,86 1086 0,71 0,79 0,79 0,79 0,86 0,93 0,86 0,93 0,86 1
COR 0,5 0,93 0,86 0,86 0,93 0,79 0,79 0,64 0,64 1 0,93 0,86 0,93 10,86 1
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Tabla 4.8.- Correlaciones obtenidas a partir de las distancias geneticas (Nei y Liu, 1978), entre

variedades utilizando diferentes tipos de marcadores.

Isoenzimas RFLPs RAPDs AFLPs
Isoenzimas 1
RFLPs 0.23 1
RAPDs 0.23 0.28 1
AFLPs 0.13 016 0.60 1

Tabla 4.9.- Variabilidad genética obtenida con los sistemas de marcadores RFLP, RAPD y

AFLP en albaricoquero.

Sistema de marcadores N° Marcadores Loci polimorficos

RFLPs (enzima/sonda)

EcoRI AG46/AG9/0Olel 12 2

EcoRI AG6/AG7/AG41 4 2

EcoRI AG40/Ext 1/ S6 11 2

EcoRI AC6/AG8/AG12 2 0

BamHI AG46/AG9/Olel 7 2

BamHI AG6/AG7/AG41 6 1

BamHI AG40/Ext 1/ S6 4 2

BamHI AC6/AG8/AG12 3 0

TOTAL 49 11
Marcadores RAPDs

40 cebadores 449 45
AFLPs (enzima/cebador)

EcoRI AC/Msel CTT 113 34
EcoRI AG/Msel CCA 121 26
EcoRI AC/ Msel CCA 124 38
EcoRI AA/Msel CTT 179 47
EcoRI AG/Msel CTT 153 31
EcoRI AC/Msel CAA 177 55
TOTAL 867 231
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Tabla 4.10.- Comparacion entre matrices de similaridad obtenidas a partir de subgrupos de
marcadores procedentes de las diferentes combinaciones cebador/enzima de AFLP y la matriz
obtenida a partir de los datos de las 6 combinaciones. Las correlaciones fueron obtenidas por
medio del test de Mantel (Mantel, 1967). N representa al nimero de combinaciones de
matrices de distancias que se han comparado con la matriz de las 6 combinaciones.

Combinaciones Comparacion con matriz N
cebador/enzima 6 comb. cebador/enzima.

1 combinacion r=0.48 10
2 combinaciones r=0.70 10
3 combinaciones r=0.91 6
4 combinaciones r=0.98 2

Tabla 4.11.- Marcadores que definen variedades resistentes a Sharka: Stark Early Orange
(SEO), Harcot (HAR), Henderson (HEN) y Goldrich (GOLD).

Sistema SEO, HAR, SEO, HAR, SEO,HEN, SEO,GOLD SEO, HEN HAR, GOLD

marcadores HEN, GOLD HEN GOLD
RFLPs - - - - - -
RAPDs B17-500 - - - - -
AFLPs - AC-CTT18 AG-CTT22 AG-CTT7 AG-CCAl7 AG-CCA4
AC-CCA31 AG-CCA9 AC-CTT3 AG-CCA10
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FIGURA 4.2.- Dendrograma de las variedades de albaricoquero agrupadas con
el analisis UPGMA a partir de las distancias genéticas obtenidas con el indice
de Nei para el sistema de marcadores RFLP.
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FIGURA 4.3.- Dendrograma de las variedades de albaricoquero agrupadas con
el analisis UPGMA a partir de las distancias genéticas obtenidas con el indice
de Nei para el sistema de marcadores RAPD.
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FIGURA 4.4.- Dendrograma de las variedades de albaricoquero agrupadas
con el analisis UPGMA a partir de las distancias genéticas obtenidas con el
indice de Nei para el sistema de marcadores AFLP.
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FIGURA 4.5.- Dendrograma de las variedades de albaricoquero agrupadas con el andlisis
UPGMA .Distancias genéticas obtenidas con el indice de Nei para Isoenzimas.
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1 2 3 4 5 6 7
Figura 4.6.- Andlisis RFLP de 7 de las 16 variedades de
albaricoque incluidas en el estudio. La hibridacién
corresponde a la combinacibn de  sondas
AG6/AG7/AG41 dtlizando la enzima BamHI. El
marcador obtenido se encuentran sefialado con una
flecha. Las variedades de izquierda a derecha son:

SEO, Hargrand, Veladzquez, Ginesta, R. Sernach, Bulida
y Canino.
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FIGURA 4.7.- Andlisis RAPD de las 16 variedades
de albaricoque incluidas en el estudio. La
amplificacion corresponde al cebador C-20. El
marcador obtenido se encuentra sefialado con una
flecha y tiene un peso molecular de 750 pb. Las
variedades de izquierda a derecha son: SEO,
Harcot, Hargrand, Moniqui, Henderson, Goldrich,
Velazquez, Ginesta Valenciano, Tadeo, Navarros, R.
Sernach, Bulida, Canino y Corbaté
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FIGURA 4.8.- Analisis AFLP de las 16
variedades de albaricoque incluidas
en el estudio. La amplificacién
corresponde a la combinaciéon EcoRl
AA/Msel CTT. Algunos de los
marcadores obtenidos se encuentran
sefialados con flechas. Las
variedades de izquierda a derecha
son: Corbat6, SEO, Harcot, Hargrand,
Moniqui, Henderson, Goldrich,
Valenciano, Velazquez, Ginesta,
Tadeo, Navarros, R. Sernach, Bulida y
Canino.
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4.5.- DISCUSION.

El albaricoquero es una de las especies del género Prunus menos conocida y
estudiada a nivel genético. Previamente a la realizacion de cualquier estudio basado en
marcadores moleculares, resulta necesario determinar el grado de adecuacién de los
distintos tipos de marcadores. Nuestro interés se centra en la identificacion de
cultivares, el analisis de diversidad dentro de la especie y la construccion de mapas
gendmicos. Los marcadores evaluados pueden aportar informacion muy util sobre la
genética del albaricoguero, pero no todos los tipos de marcadores son adecuados. La
seleccién de un tipo de marcador u otro dependera del estudio que estemos realizando,
teniendo en cuenta ademas el grado de resolucion de los marcadores y el coste en la

obtencion de los mismos.

4.5.1.- Identificacion de variedades.

Se obtuvo una gradacion en la capacidad de resolucion y discriminacion de los
distintos sistemas de marcadores, siendo baja para RFLPs, alta para RAPDs y muy alta
para AFLPs, observandose que a mayor nimero de marcadores obtenidos, mayor era la
capacidad de discriminacion del sistema de marcadores empleado y mejor era la
correlacién existente entre estos sistemas de marcadores al compararlos entre si. Tanto
los RFLPs, los RAPDs como los AFLPs generaron fenotipos Unicos para cada cultivar,
ayudando asi a su identificacion. En nuestro estudio el bajo nimero de sondas utilizadas
en RFLPs, unido al bajo nivel de polimorfismo y a la laboriosidad de la técnica, resulto
en una limitacion de los loci polimoérficos obtenidos. Este polimorfismo no fue
suficiente para obtener una adecuada clasificacion de los genotipos y el establecimiento
de relaciones entre cultivares. Por otro lado, una simple combinacién cebador/enzima
en AFLP proporciond mas informacion que 40 reacciones RAPD, lo cual resulta
especialmente importante en cultivos que se propagan por clonacion, donde esta
resolucion puede evitar costos innecesarios en los programas de mejora. Debido a que
los AFLPs requieren el marcaje radioactivo de uno de los cebadores y mucho trabajo

previo, es necesario realizar un estudio entre el coste de la técnica y su nivel de
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resolucion, antes de decidir qué técnica es la mas adecuada. Debido a la simplicidad de
los ensayos, los RAPDs resultan especialmente atractivos para su utilizacion en estudios
genéticos de genotipos pertenecientes a la misma especie. Esta técnica se utiliza todavia
para la identificacion de variedades comerciales y para la proteccion de patentes en
plantas (Baird y col., 1996). Sin embargo se han planteado algunas dudas a cerca de la
fiabilidad de los RAPDs. Smith y col. (1994) mostraron que, en ocasiones, la ausencia
de fragmentos era debida a una baja resolucién de la técnica, que impedia la
observacion de bandas presentes. En muchas ocasiones tiene lugar la amplificacion de
fragmentos que tienen el mismo peso molecular, pero que pertenecen a regiones
gendmicas distintas, con lo que no pueden ser diferenciados. Estos problemas pueden
ser resueltos con la estandarizacion de la técnica y la seleccion Unicamente de bandas
fiables y reproducibles. De acuerdo con nuestros resultados, la técnica de los RAPDs es
una buena alternativa para la identificacion varietal y el establecimiento de relaciones
entre cultivares de acuerdo a su origen y su adaptacion histérica. Powell y col. (1996),
trabajando con Glycine max L., obtuvieron indices de comparacién entre los marcadores

AFLPs, SSRs, RAPDs y RFLPs similares a los obtenidos para el albaricoquero.

4.5.2.- Diversidad genética entre variedades de albaricoquero

Fueron evaluados 4 sistemas de marcadores comparando las matrices de
similaridad y los dendogramas obtenidos con los origenes de los cultivares incluidos en
el estudio. Todos los sistemas de marcadores estudiados diferenciaban claramente los
dos grupos ecogeograficos a los cuales pertenecen las variedades estudiadas: europeo y
norteamericano. Todos los marcadores agruparon las variedades con un origen
geografico comun, pero la mejor correlacion obtenida correspondié a los AFLPs.
Debido al bajo nimero de loci polimérficos obtenidos por los isoenzimas y RFLPs, la
comparacion de estas dos técnicas con los marcadores basados en PCR es sélo
aproximada. Por ello no son extrafios los valores de correlacion tan bajos obtenidos con
estos marcadores. Cuando comparamos los agrupamientos obtenidos en isoenzimas y
los marcadores basados en ADN se observan algunos agrupamientos similares, pero en

general existen diferencias importantes. Esto puede ser explicado también por el bajo
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numero de loci evaluados. La comparacion entre RAPDs y AFLPs dio lugar a un indice
de correlacion del 60%. Resultados similares fueron obtenidos por Spooner y col.
(1996). Estos autores compararon isoenzimas, RFLPs y RAPDs en especies silvestres
de patata. Observaron que, a mayor numero de marcadores obtenidos, mayor era la
capacidad de discriminacion del sistema de marcadores empleado y mejor era la
correlacion existente entre estos sistemas de marcadores al compararlos entre si. Los
marcadores basados en PCR estdn muy bien correlacionados entre si. La correlacion
obtenida es muy alta cuando comparamos RAPDs y AFLPs, asi como comparando las
matrices obtenidas a partir de bloques de marcadores procedentes de AFLPs entre si
(Tabla 4.9). Thorman y col. (1994) se plantearon el estudio del nimero minimo de
marcadores necesario para obtener una clasificacion estable de los genotipos.
Concluyeron que comparando RFLPs y RAPDs en especies de Brassica, los RAPDs
necesitaban un mayor nimero de bandas que las necesarias en RFLPs para alcanzar un
10% del coeficiente de variacion. Sin embargo, este nivel se obtiene en RAPDs con la
utilizacién de un numero de cebadores menor al numero de sondas necesarias en
RFLPs. En nuestro estudio, el bajo nimero de sondas utilizadas en RFLPs, unido al
bajo nivel de polimorfismo, resulté en una limitacion de los loci polimérficos obtenidos.
Este polimorfismo no fue suficiente para obtener una adecuada clasificacion de los
genotipos y el establecimiento de relaciones entre cultivares. Cuando comparamos los
RAPDs y los AFLPs, observamos que los RAPDs proporcionan un numero de bandas
polimérficas por cebador 10 veces inferior y una menor precision en la agrupacion de
las variedades genéticamente proximas. Los AFLPs dieron lugar al mayor nimero de
loci. Las relaciones entre variedades estimadas para una sola combinacion
cebador/enzima en AFLPs fueron similares a las obtenidas en el analisis de RAPDs.
Pese a la baja diversidad genética de los albaricoques cultivados, los AFLPs dieron una
media de 37 bandas informativas por combinacion cebador/enzima. Sharma y col.
(1996) obtuvieron resultados similares en lentejas (Lens culinaris L.), mientras que en
vid (Vitis vinifera L.) el grado de polimorfismo obtenido fue superior (Cervera y col.,
1998). Los AFLPs proporcionaron los mejores resultados en el establecimiento de las
relaciones existentes entre las variedades de albaricoquero estudiadas. Este tipo de

marcadores puede ser muy Util para completar colecciones de germoplasma y en la
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seleccion de variedades genéticamente proximas para su utilizacion en programas de
mejora genética. Resultados parecidos fueron obtenidos por Zhu y col. (1998) en un
estudio de diversidad de arroz. Estos autores comparaban los subgrupos de marcadores
obtenidos en AFLPs y ninguno de ellos era capaz de identificar los tres grupos de arroz
estudiados. A medida que se disminuia el nUmero de marcadores, se iba perdiendo la
agrupacién de los cultivares. En nuestro estudio, los mejores resultados se obtuvieron
considerando los marcadores resultantes de las 6 combinaciones cebador/enzima, es
decir, utilizando para el agrupamiento la totalidad de los marcadores obtenidos. Sin
embargo, debido a la alta correlacion obtenida al comparar los resultados del total de
combinaciones de cebador/enzima empleadas en el estudio y los obtenidos con so6lo 3
combinaciones de cebador/enzima (Tabla 4.9), podemos decir que basta con la
utilizacion de 3 combinaciones de cebador/enzima para distinguir las variedades. Esta
es la primera vez que por medio de una técnica de marcadores moleculares (AFLPS) se
consigue la agrupacién de variedades de albaricoquero de acuerdo a su origen local
dentro de los genotipos europeos. Este hecho destaca a los AFLPs como una técnica
muy adecuada para su utilizacion en estudios genéticos. La utilizacion de otros tipos de
marcadores que proporcionan un menor nimero de marcadores, lleva a una menor

discriminacion entre los cultivares europeos.

4.5.3.- Elaboracion de mapas genomicos

Uno de los principales objetivos de nuestro estudio es determinar qué tipo de
marcadores proporciona suficiente informacién, que permita la elaboracién de mapas
genomicos detallados de las familias obtenidas en nuestros programas de mejora. Los
programas de mejora genética desarrollados en Francia, Italia, Grecia y Espafia
(Audergon, 1995; Bassi y col., 1995; Egea y col., 1997; Karayiannis y col., 1991)
pretenden la introduccion de resistencia al virus de la Sharka por medio de cruces entre
variedades norteamericanas y europeas. De acuerdo con Kostina (1969), los cultivares
asiaticos tienen unas necesidades de frio invernal elevadas para superar el periodo de
latencia. La utilizacion de este tipo de cultivares como donantes de resistencia a Sharka

no puede realizarse en los paises de la cuenca mediterranea, donde los inviernos son
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suaves. Esto ha llevado al uso de algunas variedades de origen norteamericano como
genitores, ya que representan un puente entre el grupo europeo y el asiatico, ademas de
introducir resistencia a Sharka y otros caracteres de interés agronomico. Para nuestro
programa de mejora hemos seleccionado como genitor al cultivar norteamericano
Goldrich, que tiene unas necesidades medias de frio invernal. Como genitor del grupo
europeo se ha seleccionado la variedad autoctona Valenciano. Esta familia, ademés de
segregar para el cardcter resistencia a Sharka, segrega para otros caracteres

agronomicos de interes.

Un mapa genomico permite la mejora asistida por marcadores moleculares,
permitiendo a los mejoradores la seleccion de plantulas sin necesidad de realizar
inoculaciones del virus y posteriores estudios de localizacion del virus en la planta,
técnicas todas ellas muy laboriosas. Todos los tipos de marcadores estudiados han dado
lugar a polimorfismo presente en las variedades resistentes y ausente en las
susceptibles, pero el nimero de estos marcadores por reaccion de PCR o de hibridacion
por RFLP fue muy diferente. Partiendo de genitores distantes desde el punto de vista
genético en un cruce intraespecifico, los RAPDs podrian resultar un buen sistema para
su utilizacion en la realizacion de un mapa gendmico. La familia que nos ocupa resulta
de un cruce de una variedad norteamericana y una variedad europea. Los RAPDs han
demostrado ser eficaces en la diferenciacion de estas dos variedades, por lo que se
puede asegurar su eficiencia en la obtencion de polimorfismo en el estudio de la
poblacion segregante derivada de este cruce. Sin embargo se han estudiado los RAPDs
para la poblacion segregante formada a partir del cruce de dos variedades autoctonas
murcianas y se ha observado que, pese a que los RAPDs producen normalmente un
polimorfismo elevado, este polimorfismo puede ser limitado cuando los parentales
utilizados son muy similares desde el punto de vista genético. Esto puede convertirse en
una limitacion importante en aquellos programas de mejora genética que utilizan este
tipo de cruces, en los que se pretende mejorar caracteres importantes como la calidad
del fruto. En este tipo de familias sera dificil la construccion de mapas gendmicos
basados en RFLPs y RAPDs. Esto no resulta un problema si el tipo de marcadores

utilizado es AFLP, ya que se obtiene una gran cantidad de marcadores que distinguen
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entre cultivares muy proximos, lo que indica que puede obtenerse un mapa completo y
saturado de estas familias basado en marcadores RAPDs y AFLPs. Los RFLPs son
interesantes en la comparacion de las especies del genero Prunus. Las sondas
procedentes de otras especies de este género pueden ser probadas en albaricoquero,

permitiendo el establecimiento de homologias.

4.6.- CONCLUSIONES.

La poca informacion genética existente en albaricoquero ha acentuado la
necesidad de obtener marcadores moleculares para estudios de identificacion,
diversidad genética y desarrollo de mapas genémicos en esta especie. Sin embargo, no
todos los marcadores estudiados son adecuados para la consecucion de estos objetivos.
La seleccion de unos marcadores u otros va a depender del balance entre la resolucion

requerida y el coste necesario para conseguir dicha informacion.

. Los marcadores tipo RFLP permiten la identificacion de variedades de
albaricoquero. Sin embargo, debido a su bajo polimorfismo y a la laboriosidad de la
técnica, no son recomendables para la aplicacion rutinaria en identificacion varietal

de albaricoquero.

. Los marcadores tipo RFLP han demostrado ser adecuados para medir la diversidad
genética y la elaboracion de mapas gendémicos. El polimorfismo obtenido por esta
técnica depende de la heterocigosidad de la especie, de modo que su eficacia en
albaricoquero dependera de la utilizacion de un mayor nimero de combinaciones

sonda/enzima.
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Los marcadores tipo RAPD son eficaces para la identificacion varietal. Aunque
presentan algunos problemas, sobretodo en lo que respecta a resolucion y a
reproducibilidad, una vez se han fijado y estandarizado las condiciones de trabajo,
resultan una técnica rdpida y sencilla. Los marcadores obtenidos agruparon las

variedades de acuerdo con su origen geografico.

Los marcadores tipo RAPD son suficientemente polimdrficos para la elaboracion de
mapas gendmicos en cruzamientos intraespecificos, siempre y cuando los parentales

no sean muy proximos genéticamente.

Los marcadores tipo AFLP han permitido la agrupacion de las variedades de
albaricoquero de acuerdo a su origen local dentro de los genotipos europeos. Este
hecho destaca a los AFLPs como una técnica muy adecuada para su utilizacion en
estudios de diversidad en poblaciones compuestas por genotipos muy proximos

entre si.

Los marcadores tipo AFLP proporcionan un elevado polimorfismo, por lo que esta
técnica resulta adecuada para la elaboracion de mapas genémicos, incluso si se ha

utilizado una familia cuyos parentales son muy proximos genéeticamente.
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5.- MAPAS GENOMICOS DE DOS VARIEDADES DE
ALBARICOQUERO BASADOS EN MARCADORES MOLECULARES
TIPO RAPD Y AFLP
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5.1.- INTRODUCCION.

Las especies lefiosas se caracterizan por su gran tamafio y por un periodo
intergeneracional largo. Esto dificulta el desarrollo de estudios genéticos, lo que se
traduce en un menor progreso en los programas de mejora realizados en frutales con
respecto a los realizados en las especies horticolas anuales. La mejora genética de las
especies a través de su seleccion por el hombre depende de la habilidad de controlar los
efectos genéticos y distinguirlos de los efectos que el medio ambiente produce sobre el
fenotipo. Los marcadores obtenidos a partir de las técnicas basadas en el ADN son
ilimitados en nimero y su uso e identificacion no se ven afectados por el ambiente
(Vogel y col., 1996). EI mapeo genético se ha convertido en una herramienta muy
potente para la localizacion y aislamiento de genes que controlan tanto caracteres
simples como complejos. Los marcadores moleculares ligados a estos caracteres tienen
un alto valor para la identificacion y seleccion de plantas con caracteres deseables
mucho antes de que éstos se expresen. Esta es la base de la seleccion asistida por
marcadores (MAS).

En especies del género Prunus han sido desarrollados mapas gendmicos basados
en marcadores moleculares, tanto en cruces interespecificos de melocotonero x
almendro (Joobeur y col., 1998; Jauregui, 1998) como en cruces intraespecificos de
almendro (Viruel y col., 1995; Ballester, 1998), melocotonero (Dielewanger y col.,
1998; Lu y col., 1998) y cerezo (Wang y col., 1998). El albaricoquero es dentro de las
especies del género Prunus la menos estudiada a nivel genético. Se ha determinado la
herencia de unos pocos caracteres de interés, como la autocompatibilidad (Burgos y
col., 1997) o la androesterilidad (Burgos y Ledbetter, 1994). También se han realizado
estudios de diversidad basados en isoenzimas (Badenes y col., 1996), caracteres
morfolégicos (Badenes y col., 1998a) e identificacion de cultivares por medio de
RFLPs, RAPDs y AFLPs (Hurtado y col., 1999; De Vicente y col.,, 1998). La
construccion de un mapa genético en albaricoquero representa una herramienta muy
valiosa para la mejora de esta especie y permite el desarrollo de la seleccion asistida por

marcadores moleculares (MAS).
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El cultivo del albaricoquero en los paises del sur de Europa (Grecia, Espafia,
Italia y Francia) esta siendo afectada por la expansion del Plum Pox Virus (PPV) o virus
de la Sharka. Las caracteristicas de este virus y los graves dafios que causa en
albaricoquero amenazan con eliminar totalmente su cultivo en estas zonas en los
proximos 10 afios. La obtencion de variedades resistentes se ha convertido en un
objetivo prioritario dentro de esta especie. Desde la extension de la Sharka (Plum Pox
Virus), todos los programas de mejora genética desarrollados en los paises
mediterraneos se han encaminado a obtener variedades resistentes al virus (Audergon,
1995; Bassi y col., 1995; Egea y col., 1997; Karayiannis y col., 1991). La obtencion de
un marcador molecular ligado al gen de resistencia a Sharka permitiria acelerar los
programas de mejora genética de esta especie, ya que posibilitaria la seleccion de
materiales resistentes mucho antes de que el gen se expresase. Para poder obtener un
marcador molecular de un caracter de interés es necesario partir de una hipotesis sobre
la herencia del mismo. Para ello ha sido necesaria la determinacion de la resistencia o
susceptibilidad al virus en cada uno de los individuos de la poblacién utilizada para la
elaboracion del mapa. Esta determinacion ha sido realizada paralelamente en el
desarrollo de otra tesis, dentro de la misma Unidad de Fruticultura del IVIA, cuyo
objetivo primordial es la obtencién de un método adecuado para la determinacion de

resistencia al virus de la Sharka en plantulas de albaricoquero (Moustafa, 1999).

La eleccion de un sistema de marcadores para su uso en la construccion de un
mapa gendémico depende del tipo de informacion genética requerida y de su capacidad
para la deteccion de polimorfismo en una poblacion dada. El albaricoquero es una
especie con un grado de heterocigosidad medio dentro de las especies de Prunus. Se
encuentra por encima del melocotonero, pero por debajo del almendro, el cerezo y el
ciruelo (Byrne y Littleton, 1989). El desarrollo de las técnicas moleculares basadas en la
PCR ha reducido el coste en la identificacion de marcadores genéticos y permite la
determinacién genotipica de individuos a gran escala para cualquier loci (Ferreira y
Grattapaglia, 1995). Los marcadores tipo RAPD proporcionan una fuente de gran
cantidad de marcadores si se comparan con los RFLPs (Chaparro y col., 1994). Aunque

proporcionan marcadores dominantes, que son menos informativos, el grado de
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polimorfismo obtenido en RAPDs es suficiente incluso para especies con baja
diversidad genética. Los marcadores tipo AFLP presentan una gran resolucion, son
altamente repetitivos y proporcionan gran cantidad de loci. La mayoria de los
fragmentos de AFLP corresponden a posiciones Unicas del genoma y pueden ser
utilizados como referencia en el mapeo genético (Thomas y col., 1995; Vos y col.,
1995; Cerveray col., 1998). Los estudios previos de diversidad hechos en albaricoquero
utilizando diferentes marcadores moleculares, permitieron la eleccién de los marcadores
basados en PCR (RAPDs y AFLPs) para la elaboracion de un mapa genémico. Para ello
se utilizd una familia procedente de un cruce intraespecifico de dos variedades de
albaricoquero pertenecientes a grupos ecogeograficos distintos: la variedad

norteamericana Goldrich y la variedad autdctona Valenciano.

5.2.- OBJETIVOS

La elaboracion del mapa genomico de albaricoquero se engloba dentro del
programa de mejora genética que se viene realizando en el IVIA. Los objetivos

principales perseguidos en la elaboracion de este mapa gendémico son los siguientes:

. Favorecer el desarrollo de la mejora asistida por marcadores moleculares en esta
especie y servir de ayuda a los mejoradores.

. Encontrar un marcador molecular ligado al caracter resistencia a Sharka, que permita
la seleccion precoz de la resistencia en plantulas procedentes del programa de mejora

genética.

5.3.- MATERIALES Y METODOS.

5.3.1.- Poblacion segregante.

La variedad norteamericana Goldrich se utiliz6 como genitor femenino para la

introduccidén del caracter resistencia a Sharka. Como genitor masculino se utilizé la

variedad autdctona Valenciano, que se caracteriza por ser autocompatible, ademas de
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presentar otros caracteres agronomicos de interés. Las razones para la eleccion de esta
familia fueron que era la més grande disponible de entre los cruzamientos realizados en
Murcia y Valencia y que no sélo segregaba para el caracter resistencia a PPV, sino que
lo hacia para otros caracteres como las necesidades de frio invernal, la época de
recoleccion y el tamafio de los frutos. El estudio de esta familia, ademas, permite una
aproximacion al mejor entendimiento de la herencia de la resistencia a PPV en
albaricoquero.

Para la elaboracion del mapa se utilizaron 81 individuos precedentes de una F1

del cruce de estas dos variedades.

FIGURA 5.1.- Variedad norteamericana FIGURA 5.2.- Variedad autdctona utilizada
utiizada como parental femenino : como parental masculino: Valenciano 1
Goldrich. (Currot).

5.3.2.- Obtencion de los marcadores.

5.3.2.1.- RAPDs

Se ensayaron un total de 160 cebadores de 10 nucleotidos, suministrados por
Operon Technologies, Alameda (California), pertenecientes a las series OPB, OPC,
OPM, OPP, OPR, OPY, OPZ y OPV. La seleccion de los cebadores polimorficos se
realizd con una muestra formada por los dos parentales y 6 individuos de la poblacion
de acuerdo con Grattapalia y Sederoff, (1994). Se eligieron aquellos cebadores

polimorficos para ambos padres y que segregaban en la descendencia. Por este
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procedimiento fueron seleccionados 44 cebadores. La obtencion de los marcadores tipo

RAPDs se realizd tal y como se describe en los materiales y métodos generales.

5.3.2.2.- AFLPs

Para la elaboracién del mapa se emplearon 14 combinaciones de cebador/enzima
utilizando como cebadores Eco +2 / Mse +3 nucle6tidos especificos. La obtencion de
los marcadores tipo AFLPs se realizd tal y como se describe en los materiales y

métodos generales.

5.3.3.- Andlisis de los datos.

Los marcadores fueron obtenidos leyendo directamente las fotos de los geles
(RAPDs) vy las radiografias (AFLPs), contrastando la lectura independientemente por
dos personas. Los marcadores que mostraron segregacién fueron codificados para cada
uno de los individuos de la poblacion en funcion de la presencia (1) o ausencia (0) de
bandas. Sélo fueron codificados aquellos marcadores que presentaban bandas
claramente definidas y que no podian llevar a engafio. La desviacion de los marcadores
obtenidos con respecto a la segregacion mendeliana esperada se determind utilizando el
test de la Chi-cuadrado con un nivel de confianza o = 0.05. Los marcadores que
presentaron distorsién con respecto a la segregacion mendeliana fueron analizados

aparte. Los loci fueron separados en tres tipos:

. Aquellos que mostraban segregacion para el parental femenino. Goldrich era
heterocigoto para este marcador y Valenciano homocigoto. Estos marcadores
presentaban segregacion 1:1.

. Aquellos que mostraban segregacion para el parental masculino. Valenciano era
heterocigoto y Goldrich homocigoto. Estos marcadores también presentaban
segregacion 1:1.

. Aquellos marcadores que eran heterocigotos en ambos parentales y mostraban

segregacion 3:1.
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Los marcadores con segregacion 1:1 fueron usados para la construccion de los
mapas correspondientes a cada uno de los padres. Los marcadores que daban
segregacion 3:1 fueron introducidos posteriormente en el analisis para la comparacion

de los mapas correspondientes al parental masculino y femenino.

5.3.4.- Obtencién del caracter resistencia a Sharka.

Fueron recogidas varetas de cada uno de los 81 individuos correspondientes a la
F1 de la poblacion estudiada. Estas varetas fueron injertadas sobre melocotonero GF-
305, seleccionado como indicador polivalente de virus por la Station de Recherches
d’Arboriculture Fruitiéere de la Grande Ferrade (INRA de Burdeos, Francia), debido a su
elevada sensibilidad a la mayoria de los virus que afectan a frutales de hueso. Para la
evaluacion de la resistencia se realizé la inoculacion del virus y el injerto de los hibridos
sobre melocotonero GF-305 simultdneamente, con 6 repeticiones por origen.
Previamente a la observacion de sintomas en hojas y el analisis de presencia o ausencia
del virus por ELISA-DASI, las plantas se sometieron a un ciclo de frio artificial en
camara a 5°C. Para confirmar los resultados, las plantas se sometieron a un segundo
ciclo de frio, poda y nuevo crecimiento. La ausencia del virus en las plantas que no
mostraron sintomas ni en el primero ni en el segundo ciclo fue confirmada por RT-PCR.
Sélo los hibridos que resultaron negativos durante los dos ciclos en todas las plantas
analizadas, después de su comprobacion por ELISA-DASI y RT-PCR, fueron
considerados resistentes (Moustafa, 1999). Un esquema del proceso puede observarse

en el Anejo 6.

La presencia (susceptibilidad) (0) o ausencia (resistencia) (1) de sintomas fue
codificada para cada uno de los individuos de la poblacion. La desviacién en la
segregacion con respecto a la hipotesis de herencia del caracter esperada se estudio

utilizando el test de la Chi-cuadrado, tomando como nivel de confianza o = 0.05.

Los marcadores obtenidos para el mapa gendmico se compararon con los

marcadores que diferenciaban las variedades resistentes de las sensibles a Sharka en el

94



Mapa gendémico de albaricoquero

estudio de diversidad, tanto en RAPDs como en AFLPs. Con ello se pretendia encontrar
equivalencias entre marcadores, que ayudaran a encontrar marcadores ligados a este
caracter con mayor facilidad (Tabla 5.1). Los valores correspondientes al ligamiento

entre marcadores fueron obtenidos con el programa LINKEM (Vowden y col., 1995).

Tabla 5.1.- Marcadores que definen variedades resistentes a Sharka: Stark Early Orange
(SEO), Harcot (HAR), Henderson (HEN) y Goldrich (GOLD) y sus equivalentes en el mapa.

Sistema SEO, HAR, SEO, HAR, SEO,HEN, SEO,GOLD  SEO, HEN HAR, GOLD
HEN, GOLD HEN GOLD
marcadores
AFLPs - AC-CTT18 AG-CTT22 AG-CTT7 AG-CCA1l7 AG-CCA4
AC-CCA31 AG-CCA9 AC-CTT3 AG-CCA10

RAPDs B17-500 - - - - -
Equivalente - - AG-CTT16 - - -

mapa

5.3.5.- Elaboracion del mapa.

Los marcadores heterocigotos presentes en un parental y no en el otro se usaron
para la construccion de mapas gendmicos separados para la madre (Goldrich) y para el
padre (Valenciano), usando el programa Joinmap (Stamp, 1993). La familia obtenida en
este cruzamiento es una F1, pero debido a que los parentales utilizados son altamente
heterocigotos, se puede asumir que su segregacion coincide con una F2 de una
poblacion normal (“Two-way pseudo-testcross strategy”, propuesta por Grattapalia y
Sederoff, 1994). El programa MAPMAKER (Lander y col., 1987) usando como soporte
MS-DOS fue usado para comparar los resultados obtenidos con Joinmap. En este caso
la matriz de datos fue duplicada con los datos codificados a la inversa, para poder
detectar la presencia de marcadores ligados en fase de repulsion. Se utilizé un LOD
(Log of the Odds Ratio) > 5 para la obtencion de grupos de ligamiento formados por
marcadores con un alto nivel de ligamiento, los cuales fueron utilizados como soporte
para el ordenamiento posterior del resto de los marcadores. Las frecuencias de
recombinacion entre pares de marcadores fueron calculadas utilizando el LINKEM

(Vowden y col., 1995). Ello permitié identificar marcadores adicionales para su
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incorporacion a los grupos de ligamiento ya establecidos. Al final de este proceso los
marcadores que no pudieron ser incluidos a un LOD > 2.5 fueron excluidos del mapa.
La frecuencia de recombinacion maxima utilizada en este estudio fue de 6 = 0.4. Las
distancias genéticas en centimorgans fueron calculadas usando la funcion Kosambi. Una
vez establecidos los grupos de ligamiento, éstos fueron dibujados usando el programa
Drawmap. Para el establecimiento de comparaciones entre los dos mapas se afiadieron

finalmente los marcadores heterocigotos en ambos padres con segregacion 3:1.

5.4.- RESULTADOS.

5.4.1.- Polimorfismo.

5.4.1.1.- RAPDs

De los 160 cebadores arbitrarios probados fueron seleccionados 44. El resto de
los cebadores no dieron lugar a bandas polimérficas. Se obtuvo una media de 9 bandas
por reaccion y entre 1 y 3 bandas polimdrficas por cebador. El total de marcadores
polimorficos obtenidos después de estudiar toda la poblacion fue de 67. Se observé la
presencia de marcadores que se alejaban de la segregacion esperada, correspondientes a
6 loci (9.0%) (Tabla 5.2). EI nimero de marcadores correspondientes a cada parental
fue: 30 para Goldrich y 19 para Valenciano. Doce marcadores se encontraban presentes
en ambos padres y segregaban 3:1. El tamafio de los fragmentos de RAPDs oscil6 entre
200 a 1600 pb. Se encontrd un locus codominante Z17- 650 / Z17-750 el cual daba una
segregacion 1:2:1. Los resultados obtenidos con esta familia se compararon con el
analisis de estos mismos 160 cebadores en otra familia procedente del cruce de dos
variedades murcianas. Se obtuvo sé6lo un 16% de cebadores que producian la
amplificacion de bandas polimorficas, lo que supone un polimorfismo inferior a la
mitad del obtenido para la familia Goldrich x Valenciano. El total de los marcadores

RAPDs obtenidos y su distribucion en ambos mapas puede consultarse en el Anegjo 5.
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FIGURA 5.3.- Amplificacion RAPD
utilizando el cebador B-8. Con este
cebador se han obtendido 4
marcadores (sefialados con flechas).
Los individuos 1y 2 corresponden a los
parentales Goldrich y Valenciano
respectivamente.
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FIGURA 5.4.- Amplificaciéon RAPD utilizando
el cebador C-16. En este caso han
amplificado 2 bandas polimorficas. Al igual
gue en el caso anterior los individuos 1y 2
corresponden a los parentales Goldrich y
Valenciano respectivamente.

5.4.1.2.- AFLPs

Se usaron cebadores Eco +2/Mse +3 y se obtuvo una media de 132 bandas por
reaccion. Todas las combinaciones de cebador/enzima utilizadas dieron lugar a
amplificaciones polimorficas. Se obtuvieron un total de 147 bandas polimérificas (10.5
bandas polimorficas por combinacion de cebador/enzima como promedio) (Tabla 5.4).
26 loci dieron segregaciones que se alejaban de la segregacién esperada (17.7%) (Tabla
5.2). De los 98 marcadores de segregacion 1:1, 65 fueron heterocigotos para el parental
femenino (Goldrich) y 32 lo fueron para el masculino (Valenciano). 45 marcadores
estaban presentes en ambos parentales y segregaban 3:1 (Tabla 5.2). Se obtuvo un loci
codominante (ECOAA/MseCAC 5 y ECOAA/MseCAC 9), que mostrd una segregacion
1:2:1. Al igual que en RAPDs, la distribucion del total de los marcadores AFLPs

obtenidos en ambos mapas puede consultarse en el Anejo 5.
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Tabla 5.2 Tipos de segregacion obtenidos con los marcadores RAPD y AFLP.

Sistema Total de Bandas con Bandas con Bandas con
marcadores bandas segregacion 1:1 segregacion segregacion
31 distorsionada
RAPDs Goldrich  Valenciano
67 30 19 12 6
AFLPs 143 65 32 45 26

Tabla 5.3.-Variabilidad genética del albaricoquero obtenida con marcadores RAPD y AFLP.

Sistema marcadores N° marcadores Loci Polimérficos % Polimorfismo
RAPDs Goldrich  Valenciano  Goldrich ~ Valenciano
160 cebadores 1504 42 31 2.8 2.0
AFLPs
14 Combinaciones 1848 110 77 5.9 4.2
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Tabla 5.4.- Nimero de fragmentos polimorficos obtenidos con marcadores AFLP de acuerdo a

la combinacién cebador/enzima usada.

Combinacion cebador/enzima N° de fragmentos N° de marcadores
detectados polimorficos

EcoRI + AA- Msel + CAA 149 7
EcoRI + AA- Msel + CCC 137 14
EcoRI + AA- Msel + CAC 167 8
EcoRI + AA- Msel + CCA 143 20
EcoRI + AA- Msel + CTT 127 14
EcoRI + AC- Msel + CAA 165 15
EcoRI + AC- Msel + CTG 106 9
EcoRI + AC- Msel + CCC 87 9
EcoRI + AC- Msel + CAG 119 4
EcoRI + AC- Msel + CCA 121 5
EcoRI + AC- Msel+ CTT 90 5
EcoRI + AG- Msel + CAA 177 13
EcoRI + AG- Msel + CCA 73 7
EcoRI + AG- Msel + CTT 181 17
Total 1848 147
Media 132 10.5
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FIGURA 5.5.- Amplificacién de
fragmentos AFLP para la poblacion
segregante Goldrich x Valenciano 1. Esta
amplificacion corresponde a la
combinacion  cebador/enzima  EcoRI
AA/Msel CTT. Algunos de los fragmentos
polimérficos obtenidos estan sefialados
con flechas. El polimorfismo obtenido por
esta técnica fue muy superior al de
RAPD. Se obtuvo una media de 10,5
fragmentos polimdrficos por combinacion
cebador/enzima.

1234567 8 910111213

FIGURA 5.6.- Fragmentos de
AFLP  correspondientes a la
combinacion cebador/enzima
EcoRIl AA/Msel CCA., El cebador
de EcoRl AA, combinado con
cualquiera de los cebadores de
tres nucledtidos especificos de
Msel, dio en general
amplificaciones de gran resolucién
y un mayor namero de fragmentos
polimérficos : Una media de 12,6
fragmentos polimérficos frente a
12,3 correspondiente a EcoRI AG y
7,8 correspondiente a EcoRI AC.
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5.4.2.- Elaboracién del mapa.

Solo los marcadores que daban lugar a segregacion mendeliana fueron
inicialmente utilizados para la construccién del mapa. Los grupos de ligamiento se
mantuvieron estables en un rango de LOD entre 4.0 y 6.0. A LOD menor que 4.0 se
producia la aglomeracion de los grupos de ligamiento, mientras que incrementando el
LOD por encima de 6.0 se producia la fragmentacion de los grupos. El albaricoquero es
una especie diploide 2n = 16, por lo tanto tiene n = 8 cromosomas, de aqui que se espera
obtener un total de 8 grupos de ligamiento para cada mapa. A LOD 5.0 el parental
femenimo Goldrich tenia un total de 64 marcadores agrupados en 8 grupos de
ligamiento, lo cual se ajusta a lo esperado. Sin embargo Valenciano tenia 30 marcadores
agrupados en 9 grupos de ligamiento. Once marcadores heterocigotos para Goldrich y 5
marcadores heterocigotos para Valenciano no pudieron ser incluidos en el mapa a LOD
5.0, con lo que fueron considerados como marcadores accesorios y se colocaron
posteriormente en el mapa a un LOD mas bajo (LOD 3.0). Los marcadores que
presentaban desviaciones con respecto a la segregacion esperada fueron afiadidos
posteriormente determinando su posicion mas probable, ajustandose al orden ya
establecido. Tres de estos marcadores fueron incluidos en el mapa de Goldrich y 4 de
ellos se situaron en el mapa de Valenciano. Diecisiete marcadores heterocigotos en
Goldrich y 12 marcadores heterocigotos en Valenciano no se puedieron incluir en
ningun grupo de ligamiento y se mantuvieron como no ligados. Los mapas obtenidos

pueden verse en las Figuras 5.7 y 5.8.

5.4.3.- Comparacion entre mapas.

Los marcadores heterocigotos para ambos padres se consideran menos
informativos y fueron introducidos posteriormente en el mapa con la finalidad de
establecer homologias. Treinta y ocho marcadores con segregacion 3:1 fueron incluidos
inicialmente en el analisis, utilizando el programa Joinmap. A cada uno de los grupos de
ligamiento ya obtenidos se les afiadieron estos 38 marcadores, para determinar a qué

grupo de ligamiento pertenecian. Aquellos marcadores con segregacion 3:1, que
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aparecian ligados a varios grupos, eran estudiados utilizando el LINKEM (Vowden y
col., 1995). La asignacion de estos marcadores a un grupo de ligamiento u otro se
realizo atendiendo a la frecuencia de recombinacion y al LOD con respecto al resto de
los marcadores del grupo. De estos 38 marcadores, 26 se incluyeron en el mapa de
Goldrich y 12 se incluyeron en el mapa de Valenciano. Once de estos marcadores
establecieron homologias, relacionando a 5 grupos de ligamiento de ambos mapas (Fig
5.9). Hasta 3 marcadores por grupo de ligamiento establecieron homologias entre
mapas, observandose s6lo en un caso cruzamientos entre marcadores. La introduccion
de este tipo de marcadores en el mapa no altera la distribucion y el orden de los
marcadores en los grupos de ligamiento establecidos previamente. Se detectaron 18
marcadores cuya segregacion se alejaba de la segregacion mendeliana 3:1 esperada.
Estos marcadores se incluyeron también en los mapas, y pese a su mala segregacion
muchos de ellos se posicionaron en grupos de ligamiento: en 7 grupos de Goldrich y en
4 grupos de Valenciano. Solamente 3 de ellos no se ligaron a ningun grupo en Goldrich
y 9 permanecieron no ligados en Valenciano. Al igual que los marcadores que cumplian
la segregacion 3:1, el incluir estos marcadores en el mapa no produjo ninguna alteracion

en los resultados, ni contradecia el orden previamente establecido.

5.4.4.- Longitud y densidad del mapa.

Se situaron un total de 115 marcadores en el mapa de Goldrich, los cuales
definian un distancia total de mapa de 569.2 cM. La distancia media entre marcadores
fue de 4.9 cM. Solo un intervalo fue superior a 25 cM. De entre los 8 grupos de
ligamiento del mapa de Goldrich, 6 fueron considerados como "mayores"”. Los otros dos
grupos de ligamiento contenian 4 y 5 marcadores respectivamente, con una distancia de
entre 6.0 a 40.2 cM. El mapa de Goldrich contenia casi 2 veces el numero de
marcadores presente en Valenciano. El mapa de Valenciano contenia 64 marcadores
que daban una longitud de mapa de 448.3 cM, con un intervalo entre marcadores de 6.6
cM. So6lo un intervalo fue mayor de 30 cM. El mapa de Valenciano estaba formado por
4 grupos "mayores" que contenian de 6 a 22 marcadores, dando una longitud de mapa

de 56.3 a 117.3 cM. Los otros 5 grupos de ligamiento contenian de 2 a 5 marcadores,
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dando una longitud comprendida entre 8.4 a 41.3 cM. Se realiz0 la estima de la
distancia total del genoma para ambos mapas, utilizando el método de Hulbert y col.
(1988). Se estimd el tamafio total del genoma para el parental femenino, Golrich, en 811

cM, y para el parental masculino, Valenciano, en 840 cM.

5.4.5.- Herencia del caracter resistencia a Sharka.

El caracter resistencia a Sharka fue procesado conjuntamente con el resto de los
marcadores para determinar su posicion en el mapa. De los 80 hibridos estudiados, 39
resultaron susceptibles a PPV ya en el primer ciclo: presencia de sintomas y del virus en
las hojas de albaricoquero. Estas plantas no fueron sometidas a un segundo ciclo. Estos
resultados se ajustaban a una segregacion 1:1 del caracter. Con estos datos se realizé el
analisis del caracter y se introdujo en el mapa. El caracter se situo en el sexto grupo de
ligamiento del mapa correspondiente al parental resistente Goldrich (LOD = 3). El
marcador més cercano al caracter fue M19-750, situado a una distancia de 8.9 cM. Sélo
se encontr6 un marcador que definia a las variedades Stark Early Orange, Goldrich y
Henderson, todas ellas resistentes al virus de la Sharka, y que tenia un equivalente en el
mapa. Se trataba del marcador AG-CTT16, situado en el grupo de ligamiento 6 de
Goldrich a una distancia 37.8 cM (LOD = 3.02, r = 0.29)(Tablas 5.1 y 5.5).

Tabla 5.5.- Valores de segregacion de los marcadores mas probablemente asociados al
caracter resistencia a Sharka en la primera aproximacion a la herencia del caracter.

Ligamiento a resistencia a Sharka

Locus Segregacion  Frecuencias X2 r LOD-Score Distancia
esperada observadas mapa cM
M19-750 31 54P/25A 1.86 0.43 0.13 17
V9-1300 11 50P/29A 5.58* 0.39 0.8 12.2
AA-CTT7 11 38P/37A 0.01 0.29 2.87 47.6
AG-CTT16 1:1 35P/41A 0.47 0.29 3.02 40.6
AG-CTT6 11 36P/38A 0.05 0.26 3.97 41.3

* Marcadores con segregacion distorsionada.
P: Presencia de banda. A: Ausencia de banda.
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La posicion en el mapa de esta primera aproximacion a la herencia del caracter

puede verse en la Figura 5.10.

De los 41 hibridos que no mostraron sintomas ni presencia del virus por ELISA
durante el primer ciclo, 20 fueron positivos por sintomas y por ELISA en el segundo
ciclo. Esto confirma la necesidad de estudiar las plantas durante dos ciclos sucesivos
para determinar la resistencia a PPV. Finalmente, otros 21 hibridos no mostraron
sintomas ni presencia del virus en las hojas después de haber sido sometidas a estos dos
ciclos, ni siquiera por el método RT-PCR, que es el método més sensible de los que se
dispone en la actualidad (Moustafa, 1999). En resumen, se obtuvieron 59 hibridos
susceptibles frente a 21 hibridos resistentes al virus. Esta segregacion corresponde a una
herencia determinada por 2 genes dominantes independientes. Goldrich seria

heterocigoto para ambos y Valenciano homocigoto recesivo.
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5.5.- DISCUSION.

5.5.1.- Polimorfismo.

5.5.1.1.- RAPDs

De los cebadores probados, una media del 27.5% dieron lugar a fragmentos
polimorficos. Se encontraron un total de 67 marcadores polimoérficos. Tal y como se
esperaba, el polimorfismo obtenido en albaricoquero fue mayor al del melocotonero.
Dielewanger y col. (1998) y Chaparro y col. (1994) obtuvieron el 17% y el 16%
respectivamente. En todos los casos la media de marcadores obtenidos por cebador fue
1.5, similar a la obtenida en el presente estudio. El albaricoquero es mas heterocigoto
que el melocotonero, pero si utilizamos poblaciones formadas a partir de cruces entre
cultivares europeos muy relacionados entre si, el polimorfismo obtenido es similar al
del melocotonero. En el otro extremo, se encuentran las especies forestales perennes,
que se caracterizan por su elevada heterocigosidad. En estas especies se ha obtenido una
alta eficiencia con esta técnica. Grattapalia y Sederoff, (1994) obtuvieron un 64.9 % de
polimorfismo y una media de 3.69 marcadores polimoérficos por cebador en una familia
obtenida a partir de un cruce interespecifico en el genero Eucalyptus. Esto acentua la
importancia que adquiere la correcta seleccion de las familias a la hora de abordar este

tipo de estudios.

5.5.1.2.- AFLPs

Se obtuvo un promedio de 132 bandas por combinacion cebador/enzima y 10.5
marcadores polimdrficos por combinacion. Han sido obtenidos valores similares en
Asparagus officinalis por Spade y col., (1998). Sin embargo, el nivel de polimorfismo
obtenido con este tipo de marcadores en melocotonero fue menor. Dielewanger y col.,
(1998) probaron 18 combinaciones de cebador/enzima y obtuvieron una media de 6.1
marcadores por combinacion. En Eucaliptus se obtuvo un grado de polimorfismo mayor

(39%) en un cruce interespecifico (Marques y col., 1998), asi como también éste fue
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superior en Pinus tadea L. (24.8%) (Remington y col., 1999). Estos resultados indican
gue los AFLPs son marcadores altamente informativos y muy eficientes para su
utilizacion en la elaboracion de mapas gendmicos, incluso si la especie tiene un elevado
namero de genes en homocigosis. En la especie albaricoquero el polimorfismo obtenido
fue muy alto, lo que indica que se trata de una técnica muy adecuada para el analisis de
familias procedentes de cruzamientos controlados en las que los padres son altamente
heterocigotos. Combinando los AFLPs con los cruzamientos controlados se pueden
obtener progresos muy importantes en la elaboracion de mapas genémicos y, en
consecuencia, en la mejora genética de especies lefiosas en general y de los frutales en

particular.

El uso de marcadores RAPD y AFLP es una estrategia general para la
construccion de mapas genomicos, sobre todo si se parte de especies de las que se tiene
poca informacion previa a nivel genético. Su eficiencia es directamente proporcional al
nivel de heterocigosidad de las especies en estudio. Esta depende del sistema de
reproduccion de la especie y de las diferencias genéticas de los individuos que son
cruzados. En albaricoquero ambos sistemas de marcadores han resultados adecuados

para la realizaciéon del mapa.

5.5.2.- Heterocigosidad.

En Goldrich se han obtenido 1.6 veces mas marcadores gque en Valenciano
utilizando los marcadores tipo RAPDs, mientras que en AFLPs esta relacion
corresponde al doble de marcadores obtenidos en Goldrich con respecto a Valenciano
(Tabla 5.4). Estos resultados estan en consonancia con el origen de las variedades y
biologia floral. La variedad Goldrich es autoincompatible y pertenece al grupo
norteamericano, el cual de acuerdo con Byrne y Littleton (1989) podria haberse
originado a partir de la hibridacién de cultivares procedentes de Asia y Europa, y por lo
tanto, pertenece al grupo mas diverso genéticamente. Valenciano es una variedad
autocompatible perteneciente al grupo Europeo, el cual es el de menor diversidad

genética dentro de la especie albaricoquero. Estas diferencias en la heterocigosidad
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presente en estos dos cultivares ya fueron encontradas en estudios previos con la
utilizacion de isoenzimas (Badenes y col., 1996), asi como en los resultados obtenidos
en el capitulo dedicado a la diversidad en la presente tesis. Aproximadamente el 50% de
los marcadores AFLPs obtenidos en los estudios de diversidad distinguian al cultivar

Goldrich de las variedades valencianas.

5.5.3.- Marcadores con segregacion distorsionada.

La proporcion de marcadores con segregacion distorsionada fue de 6 loci en
RAPDs (9%). Este resultado es similar al obtenido por Verhaegen y Plomion (1996) y
Byrne y col. (1995) en Eucaliptus, pero menor al obtenidos por Chaparro y col. (1994)
en melocotonero. En AFLPs se encontraron un 18% de estos marcadores, valor que es
superior al obtenido en Eucaliptus (15%) por Marques y col. (1998), pero inferior al
obtenido por Kuang y col. (1999) en Pinus (34%). En almendro (Viruel y col. 1995)
obtuvieron un 16% de estos marcadores en un mapa basado en marcadores tipo RFLPs.
En cruces interespecificos entre almendro y melocotonero Joobeur y col. 1998
encontraron una gran proporcion de estos marcadores (46%). Foolad y col., (1995)
obtuvieron resultados parecidos (37%) en un cruce similar. De acuerdo con estos
autores, en este tipo de cruces interespecificos se producen durante la meiosis
traslocaciones y delecciones debidas a la deficiente alineacion entre cromosomas, a
causa de tratarse de especies diferentes. Esto puede explicar las alteraciones observadas
en la segregacion. Sélo tres loci heterocigotos para Goldrich presentes en el mapa
muestran distorsion en la segregacion, mientras que en Valenciano nos encontramos con
2 loci. El resto de los loci con segregacion distorsionada incluidos en el mapa
corresponden a marcadores heterocigotos para ambos padres, cuya segregacion
esperada era 3:1. La presencia de genes letales o las reestructuraciones en los
cromosomas que tienen lugar de generacion en generacion pueden llevar a la alteracion
de la segregacion de los marcadores (Causse y col., 1994). Las bandas polimorficas que
no se ajustan a la segregacion mendeliana esperada pueden ser Utiles incluso si no existe
una exacta correspondencia entre la herencia observada y la esperada (Marques y col.,

1998). Sin embargo en el caso de los marcadores basados en la PCR, este tipo de
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marcadores puede ser debido a fallos en la lectura de los marcadores, ya que dos bandas

de similar tamafo procedentes de loci diferentes pueden ser indistinguibles en un gel.

5.5.4.- Grupos de ligamiento.

A partir de 115 loci heterocigotos para Goldrich se obtuvieron 8 grupos de
ligamiento, mientras que en Valenciano 64 loci heterocigotos dieron lugar a 9 grupos de
ligamiento. Se establecieron homologias entre 5 de los grupos de ligamiento de ambos
parentales (Fig 5.9) . Estos resultados sugieren que los 8 grupos encontrados en
Goldrich corresponden a los 8 cromosomas de la dotacion haploide de Prunus
armeniaca. Son necesarios un mayor numero de marcadores en Valenciano para

conseguir que los 9 grupos de ligamiento encontrados se reduzcan a 8.

La distribucién de los marcadores a lo largo del mapa no fue uniforme,
obteniéndose zonas con agrupamientos débiles entre loci y zonas de baja densidad de
marcadores. Esto también ha sido observado en otras especies y en otros sistemas de
marcadores (Viruel y col., 1995; Foolad y col., 1995; Marques y col., 1998; Boivin y
col., 1999). La proporcion de marcadores no ligados fue similar a la encontrada por Lu

y col. (1998) y menor a la encontrada por Eujayl y col. (1998).

La estima de la distancia obtenida en mapas de otras especies de Prunus fue la
siguiente: almendro 393 cM (Viruel y col., 1995); melocotonero 396 cM (Chaparro y
col., 1994); melocotonero x almendro 491 cM (Joobeur y col., 1998). La construccion
de forma independiente de un mapa para el parental femenino y para el parental
masculino en albaricoquero dio como resultado una longitud de 570 cM y 448 cM
respectivamente. De acuerdo con la estima del tamafio total del genoma, el mapa
obtenido para el parental femenino Goldrich cubre un 70% del genoma mientras que el

mapa del parental masculino Valenciano cubre el 53%.
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5.5.5.- Comparacion entre mapas.

Se establecieron homologias entre grupos de ligamiento de ambos mapas
utilizando los marcadores con segregacion 3:1. De los 38 marcadores que presentaban
la segregacion mendeliana esperada 3:1, 11 marcadores establecieron homologias entre
5 grupos de ligamiento de Goldrich y de Valenciano. Se observaron homologias en las
cuales llegan a haber hasta 3 marcadores. El orden de los marcadores que sirven de
puente fue idéntico en ambos mapas, excepto en uno de los casos (Fig 5.3). Para el
establecimiento de homologias entre todos los grupos de ligamiento seria necesario
obtener un mayor numero de marcadores heterocigotos para Valenciano. Para llegar a
demostrar la homologia entre los grupos definidos en estos dos mapas y los obtenidos
en otras especies, seria necesaria la utilizacion de marcadores tipo RFLPs, ya utilizados

en otros mapas del género Prunus.

El grupo Il de Goldrich es el mas grande de los obtenidos en el mapa y podria
corresponder al grupo | descrito en Prunus (Joobeur y col., 1998). En este género se ha
descrito la presencia de un cromosoma con un tamafio correspondiente al doble del
resto de los cromosomas. Este hecho puede ser debido a que su tamafio real sea grande

0 a que exista una alta frecuencia de recombinacion.

5.5.6.- Herencia del caracter resistencia a Sharka y su posicion en el mapa.

Existen muy pocos datos sobre la segregacion del caracter resistencia a Sharka
en albaricoquero, a causa de la dificultad de determinar este caracter en una familia con
un namero suficientemente grande de descendientes y de hacerlo sin errores que
induzcan a clasificar como resistente a una planta que no lo sea en realidad. Dosba et al.
(1991), estudiando una familia de 76 hibridos del cruzamiento Screara x Stark Early
Orange encontraron una proporcion proxima a % de hibridos susceptibles y ¥4 de
hibridos resistentes, lo que les llevd a proponer una hipo6tesis de dos genes
independientes y dominantes para explicar este tipo de herencia. Martinez-Gémez

(1998) analiz6 el comportamiento frente a PPV de 291 hibridos de albaricoquero
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obtenidos de 20 cruzamientos distintos, dentro del programa de mejora genética que se
lleva a cabo en el CEBAS de Murcia. EI numero de hibridos analizados de cada familia
oscilaba entre 2 y 50 plantas. Se ensay0 una sola repeticion de cada hibrido, injertado
sobre melocotonero GF-305. Las observaciones se realizaron durante dos ciclos, en el
caso de las primeras familias que comenzaron a estudiarse, y un solo ciclo en las
familias creadas mas recientemente. Los resultados obtenidos se ajustaban a una
segregacion 1:1 de resistentes/susceptibles, lo que parecia indicar un caracter
monogénico dominante para la resistencia a sharka, siendo heterocigoticos para este

caracter los genitores resistentes utilizados.

De acuerdo con los resultados obtenidos por Moustafa (1999), después del
primer ciclo de observaciones, casi la mitad de los hibridos se mostraron como
susceptibles y la otra mitad como resistentes, ajustandose a una segregacion
resistente/susceptible 1:1, como la obtenida por Martinez-Gémez (1998). La herencia
del carécter seria debida, por tanto, a un solo gen dominante. Goldrich seria
heterocigoto para dicho gen y Valenciano seria homocigoto recesivo. Sin embargo,
después del segundo ciclo de observaciones, la mitad aproximadamente de los hibridos
gue antes se habian mostrado como resistentes aparecieron como susceptibles,
ajustandose ahora a una segregacion resistente/susceptible 1:3 (21/58). El valor de la
Chi cuadrado para este ajuste es de 0,07 que, con un grado de libertad, resulta p = 0,8.
Estos resultados parecen indicar la existencia de un segundo gen dominante implicado
en la resistencia a sharka, de modo que so6lo los hibridos heterocigotos para ambos

genes serian resistentes.

Un esquema de los genotipos posibles y los fenotipos resultantes puede verse en
la tabla 5.6. Segun este esquema, el segundo gen se manifestaria de forma diferida
respecto del primero y la herencia del caracter resistencia a Sharka en albaricoquero
confirmaria la hipotesis preliminar de Dosba et al. (1991) de dos genes independientes y

dominantes.
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Tabla 5.6.- Hipotesis de herencia de la resistencia a Sharka.

1° CICLO DE FRIO 2° CICLO DE FRIO
YaRirRor, | ¥4 RirRor2  resisTeNTE
GOLDRICH % Riry
RirRar? RESISTENTE YaRarirary | YaRurira 12 suscepTiBLE

YaririRorp |Ya riri Ror suscepTiBLE
VALENCIANO 1 rir
firirnr SUSCEPTIBLE Yaririrary |Yaririrara  suscepTiBLE

Los primeros resultados obtenidos con el caracter resistencia a Sharka fueron
incluidos en el mapa. El caracter monogénico de herencia simple se situ6 en el sexto
grupo de ligamiento. Este resultado es importante, ya que, aungue no se haya obtenido
un marcador molecular que permita la seleccién de individuos resistentes, nos indica la
posicion del mismo en el mapa. Esto servira de base para los proximos trabajos en
albaricoquero, en los que uno de los objetivos sera la saturacion de esta zona con
marcadores, lo que permitira la obtencion de un marcador molecular. Un marcador para
este gen posibilitard, en el proceso de selecccion, la eliminacién del 50% de los
individuos procedentes de un cruce de estas caracteristicas, lo que supondra el aumento

en la eficiencia de la mejora para resistencia a Sharka.

En trabajos previos, los marcadores moleculares han demostrado ser efectivos en
la superacion de las limitaciones y desventajas de los métodos tradicionales de mejora
genética utilizados en frutales. En el presente trabajo se ha elaborado el primer mapa
gendémico de la especie albaricoquero. Este mapa permitira situar en el futuro los
distintos caracteres agrondmicos para los que segrega esta familia, abriendo la
posibilidad de la aplicacion de la mejora asistida por marcadores moleculares en la

especie albaricoquero.
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5.6.- CONCLUSIONES.

Se ha elaborado el primer mapa gendémico para la especie albaricoquero,
obteniéndose un numero de grupos de ligamiento que se ajusta a la dotacion
cromosOmica de la especie. El presente mapa favorecera el desarrollo de la mejora
asistida por marcadores moleculares en la especie albaricoquero, sirviendo de apoyo

a los mejoradores.

Los mapas de albaricoquero obtenidos para la familia procedente del cruce Goldrich
x Valenciano cubren un 70% del genoma del parental femenino (Goldrich) y un

53% del genoma del parental masculino (Valenciano).

Es necesaria la saturacién de los mapas obtenidos con un mayor nimero de
marcadores, para facilitar la obtencion de marcadores moleculares ligados a genes de
interés y conseguir en Valenciano una reduccion de los 9 grupos de ligamiento
encontrados a los 8 grupos correspondientes a la dotacion cromosémica de la

especie.

Ha sido determinada la herencia de caracter resistencia Sharka. El carécter
monogénico de herencia simple, resultante de la primera deteminacién de la
resistencia, se situd en el sexto grupo de ligamiento. Este es el primer paso para la
saturacion del genoma en esta zona, lo que permitird en un futuro la seleccién precoz

de plantulas resistentes por medio de marcadores moleculares.
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6.- BUSQUEDA DE MARCADORES MOLECULARES LIGADOS A LA
ANDROESTERILIDAD Y LA AUTOCOMPATIBILIDAD EN
ALBARICOQUERO
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6.1.- INTRODUCCION.

La mejora genética convencional se basa en el cruce controlado de genotipos
seleccionados. EIl manejo de estos cruces requiere el conocimiento de la biologia floral
de la especie. La autoincompatibilidad y la androesterilidad son dos caracteres
relacionados con la biologia de la flor, que pueden representar una limitacién en los
programas de mejora genética. La mayoria de las variedades resistentes al virus de la
Sharka son autoincompatibles. Su utilizacién en los programas de mejora genética para
la introduccion de resistencia al virus también introduce en las variedades europeas un
cardcter no deseado como es la autoincompatibilidad. Dado el hecho de que la
obtencion de resistencia a Sharka es uno de los principales objetivos en los programas
de mejora genética desarrollados en los paises mediterraneos, y la determinacion de la
autocompatibilidad es un método muy laborioso, la obtencion de marcadores
moleculares ligados al alelo de autocompatibilidad seria de gran utilidad en la mejora

del albaricoquero.

La incompatibilidad en albaricoquero es gametofitica, de modo que el caracter
se encuentra controlado por un gen (S) que se caracteriza por poseer varios alelos. Los
alelos de la autocompatibilidad permiten a los tubos polinicos crecer en cualquier estilo
y alcanzar los 6vulos. Los alelos de autoincompatibilidad evitan el crecimiento del tubo
polinico si el alelo correspondiente al grano de polen coincide con el alelo del pistilo
(Burgos y col., 1997; Mc Cornick, 1998; Newbigin y col., 1993). La determinacion del
genotipo requiere controlar la polinizacion y observar el crecimiento de los tubos
polinicos en el estilo (Ballester y col., 1998). Recientemente, con la identificacion de las
RNAsas relacionadas con los alelos S en las especies de Prunus, se ha abierto una
nueva posibilidad para la determinacion de los fenotipos (Boskovic y Tobutt, 1996;
Boskovic y col., 1997; Tao y col., 1997; Burgos y col., 1998). Sin embargo la obtencion
de las proteinas RNAsas y su separacion por electroforesis (Sassa y col., 1992) requiere

arboles adultos.
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La androesterilidad es un caracter que parece estar controlado por un gen simple
recesivo (Burgos y Ledbetter, 1994). Las anteras que presentan androesterilidad pueden
ser distinguidas visualmente de las anteras normales durante el periodo de floracion.
Anteras deshidratadas y sin color indican androesterilidad, apreciandose un gran
contraste con las anteras normales, turgentes y de color amarillo. De este modo la
determinacidon del fenotipo se realiza simplemente por medio de la observacién de las
anteras, con el inconveniente de que para ello es necesario que el arbol sea adulto. El
cruce de dos arboles androfértiles que contengan el alelo recesivo de androestirilidad
lleva a obtener un 25% de individuos androestériles en la descendencia, lo que
convierte este caracter en un factor limitante importante en la eficiencia de los
programas de mejora genética. La posibilidad de distinguir y aislar individuos
androestériles en el periodo de plantula supondria un incremento en la eficiencia de los
programas de mejora, facilitando considerablemente el trabajo del mejorador. La
seleccién de individuos con un genotipo adecuado podria conducir a cruzamientos en
los que se disminuyera la proporcion de individuos androestériles en la descendencia.

Esto resulta igualmente valido para el caso de la autocompatibilidad.

Para la autocompatibilidad la existencia de marcadores moleculares
parcialmente ligados al gen Sc permitiria la determinacion de fenotipos en estados muy
tempranos del desarrollo de la plantula, ahorrando asi mucho tiempo y espacio. La
clonacién y la secuenciacion de algunas regiones de los alelos de autoincompatibilidad
fue realizada en manzano por Broothaerts y col. (1995). Estas secuencias permitieron la
determinacion del fenotipo de plantulas derivadas de cruzamientos en los que se
conocia la dotacion alélica de los padres. En avellano (Pomper y col., 1998), se
identificaron 2 marcadores tipo RAPD especificos para alelos S. La localizacion del gen
de autoincompatibilidad en un mapa gendémico de almendro fue realizada por Ballester
y col. (1998), pero no existe todavia ningin marcador ligado a él. Recientemente han
sido desarrollados otros estudios en Prunus. El albaricogquero sin embargo es, desde el
punto de vista molecular y genético, la especie menos conocida dentro de este género.
Existe muy poca informacion disponible sobre marcadores moleculares ligados a

caracteres de interés en esta especie. Seria muy Util para los mejoradores el aumento de
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los conocimientos genéticos de esta especie, asi como la obtencién de marcadores

moleculares ligados a estos genes.

Los marcadores tipo RAPD (Williams y col., 1990) combinados con Bulked
Segregant Analysis (BSA) (Michelmore y col., 1991) han sido usados para la busqueda
de marcadores ligados a caracteres en manzano (Yang y Kruger, 1994; Yang y col.,
1997), melocotonero (Chaparro y col., 1994; Warburton y col., 1996) y avellano
(Pomper y col., 1998). El valor de un marcador genético depende de lo fuertemente
unidos que estén el marcador y el caracter. En el presente estudio, aprovechando los
datos de segregacion para los caracteres autocompatibilidad y androesterilidad de una
familia de un cruce intraespecifico de albaricoquero (Gitano x Pepito Rubio),
procedente del programa de mejora del Departamento de Mejora y Patologia Vegetal
del CEBAS-CSIC (Murcia), se han utilizado los marcadores tipo RAPD asociados a
BSA con la finalidad de encontrar marcadores ligados a estos loci. Los BSA son
particularmente utiles con marcadores tipo RAPD, ya que permiten probar muchos
cebadores para encontrar, de manera muy eficiente, polimorfismo entre pares de
muestras formadas por una mezcla de ADN de individuos que se diferencian en un so6lo
caracter. La técnica de los RAPDs fue escogida porque se puede incorporar con
facilidad a los programas de mejora genética sin necesidad de la asistencia de un
laboratorio de biologia molecular. Sin embargo esta técnica presenta algunas
desventajas (Hallden y col., 1996). En el presente estudio la eficiencia de los BSA ha

sido comparada con los ensayos de seleccién directa de cebadores tipo RAPD.
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6.2.- OBJETIVOS.

Los objetivos que se propusieron para el presente capitulo fueron:

. La obtencion de marcadores moleculares asociados a los caracteres
autocompatibilidad y androesterilidad en la familia segregante Gitano x Pepito del
Rubio, para su aplicacion a la mejora asistida por marcadores moleculares (MAS) en

albaricoquero.

. Estudio de la eficiencia de la técnica BSA (Bulk Segregant Analysis) combinada
con los marcadores tipo RAPD para la obtencion de marcadores moleculares ligados

a genes de interés y su comparacion con la seleccion directa de cebadores.

6.3.- MATERIALES Y METODOS.

6.3.1.- Material vegetal.

El material vegetal estaba formado por 122 individuos (Anejo 6) descendientes
del cruce Gitano x Pepito del Rubio perteneciente al programa de mejora genética
desarrollado por el Departamento de Mejora y Patologia Vegetal del CEBAS-CSIC
(Murcia). Este cruce segrega para los caracteres autocompatibilidad y androesterilidad.
La variedad Gitano es una variedad autoincompatible mientras que Pepito del Rubio es

autocompatible. Ambas variedades son heterocigotas para el caracter androesterilidad.

6.3.2.- Determinacioén de la Androesterilidad.

La androesterilidad puede ser directamente determinada con la observacién de
las anteras durante la floracion. Varias muestras de anteras con las caracteristicas
observadas para androesterilidad fueron escogidas al azar, deshidratadas y su polen fue

examinado. En todos los casos en que las anteras presentaban los tipos de deformacion
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descritos, éstas eran incapaces de producir polen.

6.3.3.- Determinacion de la Autocompatibilidad.

La recoleccion de las muestras de flores, la preparacion de los pistilos y el polen,
y las polinizaciones controladas fueron llevadas a cabo por el equipo del Departamento
de Mejora y Patologia Vegetal del CEBAS-CSIC (Murcia). La metodologia seguida
para la preparacion de los pistilos y la observacion al microscopio del crecimiento del
polen en el estilo fue descrita por Burgos y col. (1993); Ballester y col. (1998). La
determinacion de las ribonucleasas estilares (Burgos y col., 1998) permitid el
conocimiento del genotipo de los parentales correspondientes a esta familia y parte de la

progenie obtenida del cruce. Gitano fue Ss_ y Pepito del Rubio fue ScS,.

6.3.4.- BSA (Bulk Segregant Analysis).

Se utilizaron 228 cebadores (Operon Technologies, Alameda,California)
pertenecientes a las series B, C, K, L, M, P, Q, R, S T, V, Y, Z AQy AR. Se
utilizaron dos metodologias. Una de ellas fue el BSA (Bulk Segregant Analysis)
descrito por Michelmore y col., (1991). Fueron estudiadas 4 muestras correspondientes
a: androesterilidad, androfertilidad, autocompatibilidad y autoincompatibilidad. Cada
muestra contenia el ADN en cantidades iguales correspondiente a 10 individuos que
compartian un determinado carécter. Se realiz6 una mezcla con el ADN correspondiente
a 10 individuos que contenian el alelo Sc y el alelo Ss, siendo por tanto todos los
individuos autocompatibles. También se mezclé el ADN correspondiente a 10
individuos autoincompatibles, los cuales contenian los alelos S, y Ss Se tenia
conocimiento del caracter autocompatibilidad en la descendencia, con lo que se pudo
realizar el andlisis de la segregacion por medio de marcadores RAPDs para los alelos
Sc, Sy Ss.

Las 4 muestras fueron probadas con los 228 cebadores. ElI polimorfismo
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observado, que permitia distinguir entre las 4 muestras, fue posteriormente probado en
20 individuos de los cuales se conocia su dotacion genética, no coincidentes con los
individuos utilizados en las mezclas de ADN. Los marcadores que mostraron ligamiento
con alguno de los caracteres en estudio en los 20 individuos, fueron probados con el

resto de la poblacion hasta un total de 80 individuos.

6.3.5.- Analisis por seleccion directa de cebadores.

Se realiz6 un segundo andlisis basado en la seleccion directa de cebadores
polimorficos a partir de una muestra de la poblacion segregante formada por los dos
parentales y 6 individuos de la poblacion (Grattapalia y Sederoff, 1994). La seleccién
de los candidatos a marcadores se basd en el tipo de segregacion obtenida. Solo se
seleccionaban aquellos cebadores que daban lugar al tipo de segregacion que se ajustaba
a la esperada para el caracter estudiado. Se utilizaron 160 cebadores (Operon
Technologies, Alameda, Calif.) de las series B, C, M, P, R, V, Y y Z. Ambos padres son
heterocigotos para el gen androesterilidad, de modo que las bandas presentes en ambos
padres con segregacion 3:1 fueron consideradas como precandidatos a marcadores del
gen androfertilidad (en fase de acoplamiento). Las bandas ausentes en ambos padres con
segregacion 3:1 fueron consideradas como precandidatos al gen de androesterilidad (en
fase de repulsion). El genotipo del parental autocompatible Pepito del Rubio es ScS,
mientras que el parental autoincompatible, Gitano, es Ss_ (Burgos y col., 1998). Las
bandas presentes en Pepito del Rubio y ausentes en Gitano, que daban lugar a una
segregacion 1:1, fueron consideradas como precandidatas a marcadores para el gen de
autocompatibilidad (Sc 0 S,). Las bandas presentes en Gitano y ausentes en Pepito del
Rubio, que daban segregacién 1:1, fueron consideradas como marcadores para el alelo
Ss. Los candidatos a marcadores seleccionados fueron probados en 80 individuos de la
poblacion para el estudio de ligamiento. Los datos fueron recodificados para observar
un posible ligamiento en fase de repulsion. Los valores de ligamiento fueron obtenidos

usando el programa LINKEM (Vowden y col., 1995).
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6.4.- RESULTADOS Y DISCUSION.

6.4.1.- BSA (Bulk Segregant Analysis).

BSA se basa en la elaboracion de muestras que contienen una mezcla
equilibrada de ADN procedente de individuos que comparten un caracter de interés. En
nuestro caso se establecieron 4 mezclas con ADN procedente de individuos obtenidos
de wuna poblacion segregante para 2 caracteres: la autocompatibilidad y la
androesterilidad. Se estudiaron individuos autocompatibles frente a individuos
autoincompatibles e individuos autofértiles frente a individuos androestériles. Partimos
de individuos altamente heterocigotos. Al establecer mezclas de ADN con un numero
suficiente de individuos, se establece una mezcla equilibrada de genotipos, de modo que
el Unico polimorfismo observado corresponderd con una probabilidad muy alta al
marcador ligado al caracter. Las diferencias entre genotipos que no correspondan al
caracter en estudio se observaran en bandas que sélo diferirdn en su intensidad
(Michelmore y col., 1991).

En el presente estudio, 10 cebadores de entre los 228 probados dieron 12 bandas
que diferian entre mezclas (Tabla 6.1). Estos cebadores fueron ensayados de manera
independiente con los 20 individuos cuyo genotipo estaba previamente determinado,
con la finalidad de estudiar el ligamiento del marcador al caracter. Se obtuvieron 2
marcadores ligados al caracter androfertilidad (M4-950 y M17-1000), 1 marcador
ligado a autocompatibilidad (P12-1500) y otro ligado a autoincompatibilidad (C17-
1200). El ligamiento fue estudiado para toda la poblacion, formada por 80 individuos no
coincidentes con las mezclas iniciales de ADN ni con los 20 individuos determinados.
Solamente M4-950 result6 ligado al alelo de androfertilidad (Fig 6.1). La banda estaba
presente en los genotipos androfértiles y ausente en los genotipos androestériles, de
modo que el marcador estaba ligado en fase de acoplamiento. Tanto P12-1500 como
C17-1200 resultaron no ligados a ningun caracter. El porcentaje de falsos positivos
puede ser muy elevado, ya que la presencia de una banda en una mezcla de ADN puede

ser debida a alguno de los componentes de la mezcla, tal y como se comprobo
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posteriormente al estudiar los individuos que componian la mezcla por separado. Esto
suele ocurrir con bandas de pequefio tamafio, sin embargo en nuestro estudio este
fenémeno ha ocurrido en bandas de tamafio entre 700- 1500 Kb (Tabla 6.1). Resultados
parecidos fueron obtenidos por Warburton y col. (1996) en la obtencion de marcadores
ligados a caracteres en melocotonero, utilizando también la combinacion RAPDs vy
BSA. En nuestro estudio, la eficiencia de la metodologia en términos de marcadores
obtenidos en funcion del nimero de cebadores probados fue muy baja. El 96% de las
bandas polimdrficas entre mezclas de ADN correspondian a bandas no ligadas a ningun
caracter. El Unico marcador obtenido estaba ligado al carécter androfertilidad y
mostraba un valor de recombinacion de 0.3. Para que la utilizacion de un marcador en la
seleccion sea eficiente se requiere un grado de ligamiento mayor. Chaparro y col.
(1994), después de probar 170 cebadores, no encontraron ningdn marcador ligado a
androesterilidad en melocotonero. EI mismo resultado fue obtenido por Warburton y
col. (1996), aunque utilizaron 360 cebadores. Una posible explicacion a este hecho se
debe a que los marcadores tipo RAPD dan lugar a marcadores dominantes, lo que lleva
a una reduccion en la eficiencia de los BSA. No es posible diferenciar el heterocigoto
del homocigoto dominante, lo que dificulta la localizacion del alelo recesivo. Esto es
especialmente importante para caracteres como la androesterilidad, en los que interesa

disminuir su presencia en la poblacion.

Existen varias fuentes de error en la seleccion de marcadores con la utilizacion
de los BSA combinados con los marcadores tipo RAPD (Hallden y col., 1996). En el
caso de la androesterilidad, que corresponderia a un caracter de herencia simple, el
fenotipo fértil puede tener dos formas genotipicas (AA y Aa), que pasarian a formar
parte de la misma mezcla de ADN. Los marcadores tipo RAPDs al ser dominantes no
podrian distinguir la presencia del alelo recesivo. Si el marcador esta ligado al caracter
en fase de acoplamiento no hay posibilidad de error. La banda aparece en la mezcla de
ADN correspondiente al fenotipo androfértil. Donde se puede perder informacion es en
los marcadores ligados al caracter en fase de repulsion. En este caso la dificultad de
distinguir entre el heterocigoto y el homocigoto dominante si que supondria un

problema, ya que la banda estaria presente en ambas mezclas, la androfértil y la
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androestéril, ligada al alelo recesivo (Mezcla 1: AA + Aa, presencia de banda con
intensidad baja; Mezcla 2: aa, presencia de banda con intensidad alta). El error se
produciria al no observar el polimorfismo, con la consiguiente pérdida de un marcador.
Uno de los problemas mas comunes encontrados en la aplicacion de esta técnica en el
presente estudio ha sido el observar polimorfismo no ligado al caracter. Este fendmeno
puede ser explicado por la competencia en la amplificacion de bandas descrita por
Hallden y col. (1996). La mayor fuente de errores se encuentra cuando se dispone de un
marcador ligado al caracter en fase de repulsion, que interfiere la amplificacion de un
marcador no ligado. Esto puede ocurrir en caracteres de herencia simple como la
androesterilidad. En este caso podemos observar la amplificacién de una banda que se
ajusta exactamente al polimorfismo esperado para el caracter androesterilidad.
Llamaremos B a este marcador. Si el marcador B esté ligado en fase de acoplamiento,
se espera que la banda esté presente en los androfértiles y ausente en los androestériles.
Si la amplificacion de la banda B es interferida en presencia de una banda A, cuando
encontremos el genotipo AABb no habrd amplificacion de la banda B. Sélo
obtendremos amplificacion de B en los genotipos AaBB, AaBb, aaBB y aaBb,
observando diferente intensidad de banda en funcion de la dotacion geneética. La
distribucion de los caracteres en las mezclas de ADN se realiza al azar, a excepcion del
caracter estudiado, para el cual la dotacion genética en cada mezcla es artificialmente
diferente, lo cual permite la observacion del polimorfismo. Si el marcador A esta ligado
al carécter en fase de repulsion, los individuos homocigotos dominantes y heterocigotos
para este marcador (AA y Aa) se encuentran en la mezcla correspondiente a la
androesterilidad. La presencia de estas bandas actuaran evitando la amplificacion de la
banda B, con lo que estara ausente en la mezcla correspondiente a la androesterilidad,
pero presente en la mezcla correspondiente a la androfertilidad, ya que aqui la banda A
estd como homocigoto recesivo (aa) y no interfiere en su amplificacion. Ello daria a
entender que se trata de un marcador ligado al caracter en fase de acoplamiento. Sin
embargo al estudiar la poblacién en su conjunto se desmiente la presencia de

ligamiento.

Sin embargo la tecnica de los BSA ha sido utilizada con éxito en caracteres
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dominantes. Es el caso del marcador ligado al gen de resistencia al moteado en manzano
(Yang y col., 1997), la obtencion de dos marcadores ligados al gen de resistencia a la
podredumbre de raices del tabaco (Bai y col., 1995) y marcadores ligados a genes de
resistencia al mildiu en lechuga (Paran y Michelmore, 1993). En Prunus han sido
obtenidos marcadores en melocotonero ligados a caracteres dominantes como la dureza
del hueso, la carne blanca y el hueso libre (Chaparro y col., 1994; Waburton y col.,
1996).

Cuando se contrastan mezclas que tienen diferente composicion alélica, es
posible encontrar marcadores ligados a alelos especificos. Por ejemplo, Pomper y col.
(1998), usando marcadores tipo RAPD, combindndolos con BSA y contrastando las
mezclas de acuerdo con sus alelos, encontraron marcadores ligados al alelo de
autoincompatibilidad S; y S; en avellano. En nuestro estudio ninguno de los marcadores
que distinguian las mezclas autocompatibles (conteniendo los alelos ScSs) y las

autoincompatibles (S,Ss) estaban ligados a los alelos Sc 0 S,.

Tabla 6.1.-Marcadores obtenidos con BSA (Bulk Segregant Analisis).

Marcador Sl SC MF MS
B14-1500 + - - -
B17-700 + + -
C17-1200 + - - -
M3-1600 + + - +
M4-950 + - + -
M17-1000 + + + -
P2-1500 - + + -
P2-900 - - - +
V1-900 - + - -
V7-1300 + - - -
V7-950 + + -
AQ7-700 - - - +

S| Autoincompatible; SC Autocompatible; MF Androfértil; MS Androestéril.

El nombre de los marcadores corresponde a la serie de Operon Technologies, seguido por el
peso molecular del marcador (pb). + indica presencia de banda. — indica ausencia de banda.
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6.4.2.- Anélisis por seleccion directa de cebadores.

6.4.2.1.- Androesterilidad.

Este caracter estd controlado por un gen simple recesivo, por lo que se espera
una segregacion en la descendencia de 3:1, ya que ambos padres son heterocigotos para
el caracter. De esta manera los marcadores que cumplian estos requisitos fueron
seleccionados como candidatos. De los 160 cebadores probados se seleccionaron 17
marcadores, los cuales fueron probados para el resto de la poblacion formada por 80
individuos. Se encontraron 3 marcadores ligados en fase de acoplamiento (bandas
presentes en el androfértil y ausentes en el androestéril) al gen de androfertilidad: Y15-
950, V10-1300 y M4-950 y un marcador ligado en fase de repulsion (bandas presentes
en el androestéril y ausentes en el androfértil): B5-450 (Tabla 6.2). S6lo M4-950 fue
previamente obtenido por BSA. La razon por la cual los marcadores Y15-950 y V10-
1300 no fueron obtenidos por BSA puede ser explicada por un fendmeno de
competencia en la amplificacién en las mezclas de ADN (Williams y col., 1993). La
amplificacion se inicia probablemente en muchos lugares, pero sélo algunas de estas
amplificaciones pueden ser después visualizadas. También se observo el fendmeno
contrario. Bandas que eran amplificadas en las mezclas de ADN no fueron observadas
después en los individuos pertenecientes a estas mezclas estudiandolos por separado. El
analisis del ligamiento mostré que aunque estos marcadores estan proximos al gen de
androfertilidad, no estdn lo suficientemente cerca para ser utilizados en la mejora

asistida por marcadores moleculares.

Tabla 6.2.-Marcadores ligados al caracter androesterilidad.

Marcador r Chi P LOD
Ms ms
M4-950 + - 0.30 6.36 0.006 1.35
Y15-950 + - 0.25 9.97 0.009 2.11
V10-1300 + - 0.20 9.96 0.001 2.09
B5-450* - + 0.07 - - -

Ms: alelo de androfertilidad; ms: alelo de androesterilidad.
* Este marcador no fue probado en toda la poblacidn, sélo en una muestra de 11
individuos.
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FIGURA 6.1.-Amplificacion RAPD correspondiente al cebador M4 para la descendencia del cruce
Gitano x Pepito del Rubio. El marcador correspondiente a 950 pb, sefialado con una flecha, esta
presente en los individuos androfértiles y ausente en los androestériles. De izquierda a derecha:
Marcador 100 pb, Gitano (1), Pepito del Rubio (2), individuos androestériles incluido un falso
positivo (3-9), individuos androfértiles (10-17), mezcla de ADN de individuos androestériles (18)
y mezcla de ADN de individuos androfértiles (19).

6.4.2.2.- Autocompatibilidad.

De acuerdo con Burgos y col. (1998), los genotipos para la autocompatibilidad
de Gitano y Pepito del Rubio eran Ss (autoincompatible) y ScS, (autocompatible),
respectivamente. De esta forma los cebadores que producian bandas presentes en Pepito
del Rubio y daban segregacion 1:1 eran candidatos a marcadores de los alelos Sc o S,.
Por otro lado las bandas presentes en Gitano y daban segregacion 1:1 eran candidatos a
marcadores del alelo Ss. Se determiné la dotacion genética de 11 de los individuos de la
poblacion por medio de las RNAs. El analisis del ligamiento entre los marcadores
obtenidos y los alelos S se realizd con los 11 individuos determinados y dieron lugar a 2
marcadores ligados al alelo Sc. B11-550 estaba presente en todos los individuos que
portaban el alelo Sc excepto uno. También para este marcador se observd un falso
positivo. La frecuencia de recombinacidn obtenida entre el marcador B11-550 y el alelo
Sc fue 0.27. El marcador P10-1200 estaba presente en todos los individuos con el alelo
Sc, también excepto uno, y no se detectaron falsos positivos (Tabla 6.3 y Fig 6.2). Su
frecuencia de recombinacion fue 0.1, lo que le convierte en un candidato a marcador de

seleccion. Este marcador deberia ser probado para el resto de la poblacién, una vez
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determinada la dotacion alélica de sus individuos, para confirmar el grado de
ligamiento. Ningin marcador fue encontrado ligado al alelo Ss. Debido a que no se
disponia de datos a cerca de la dotacion alélica del resto de los individuos de la
poblacion, no se pudo estudiar el ligamiento para la poblacion correspondiente a 80

individuos, de modo que estos resultados deben considerarse como preliminares.

Tabla 6.3.- Individuos de la poblacién cuyos genotipos para autocompatibilidad se encuentran
determinados.

Individuo Fenotipo Genotipo B11-550 P10-1200
Gitano Si Ss_ - -
Pepito del Rubio SC ScS; + +
711435 Sl S,Ss + -
211423 SI S2Ss - -
Z11102 SC ScSs + +
711337 SC ScSs + +
711445 SC ScSs + +
Z11419 SC ScSs + +
210828 Sl Sc_ + -
710829 Sl S2Ss + +
711128 SC ScSs - +
711431 sC S, - -
Z11503 SC ScSs + +

El nombre de los marcadores corresponde a la serie de Operon Technologies, seguido por el
peso molecular del marcador (pb). + indica presencia de banda. — indica ausencia de banda.

133



Autocompatibilidad y androesterilidad en albaricoquero

1 23 45 6 7 8 91011 12 13 141516 17

100 pb —

FIGURA 6.2.- Amplificacion RAPD correspondiente al cebador P10 para la descendencia del cruce
Gitano x Pepito del Rubio. De izquierda a derecha: Marcador 100 pb, Gitano (1) , Pepito del Rubio (2),
711435, 711423, 711102, 711337, 211445, 711419, 710828, 710829, 711128, 711431, 711503, mezcla
ADN individuos androestériles (14), mezcla ADN individuos androfértiles (15), mezcla individuos
autocompatibles (16) y mezcla ADN individuos autoincompatibles (17). El marcador correspondiente a
1200 pb esta sefialado con la flecha grande. Como puede verse este marcador no esta presente en las
mezclas de ADN. Las flechas pequefias muestran los fragmentos de amplificacion obtenidos en las
mezclas de ADN que también estan presentes en los individuos.

Comparando los dos métodos utilizados (BSA y seleccion directa de cebadores),
4 muestras fueron necesarias para BSA y 8 para seleccion directa de cebadores. Aunque
en este Gltimo caso se utiliz6 un menor numero de cebadores (160) se obtuvieron
muchos méas marcadores que los obtenidos por BSA. Sin embargo con esta Gltima
técnica corremos el riesgo de encontrar mucho polimorfismo no relacionado con el
caracter estudiado. Solo se obtuvo un marcador de androfertilidad siguiendo los dos
procedimientos (M4-950). Otros dos marcadores mas cercanos al caracter que el
marcador M4-950 fueron obtenidos por seleccion directa de cebadores. Revisando las
fotos de los geles, se observa que estos marcadores corresponden a bandas muy débiles
obtenidas por medio de BSA para el caracter androfertilidad, lo que hizo que no fueran
seleccionadas para el andlisis. Resultados parecidos fueron obtenidos para los alelos de

autocompatibilidad. Las bandas ligadas al alelo Sc obtenidas por seleccion directa de
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cebadores no estaban presentes en las correspondientes muestras en BSA (Fig 6.2).
Como ya se ha dicho, la causa de este fendmeno puede ser debida a la competencia en
las mezclas de ADN, ya que algunas bandas presentes en los individuos estudiados de
forma independiente no se encontraban en las mezclas. La familia estudiada procede de
un cruce entre dos parentales muy heterocigotos. Esto explica que el porcentaje de
bandas ligadas al caracter obtenidas con seleccion directa de cebadores sea muy bajo
con respecto a las obtenidas por BSA, ya que en el primer caso las bandas polimorficas

obtenidas pueden corresponder a otros caracteres.

Con el objetivo de aumentar la eficiencia de los BSA seria conveniente el uso de
marcadores que proporcionaran un mayor polimorfismo y que no presentaran los
problemas de competencia que se observan en los marcadores tipo RAPDs. De acuerdo
con los resultados obtenidos en el capitulo de diversidad de la presente tesis, el
polimorfismo obtenido por combinacién cebador/enzima con los AFLPs fue 40 veces
superior al obtenido en RAPDs. Sin embargo, la incorporacion de esta técnica a los
programas de mejora genética requiere la colaboracion de un laboratorio de biologia
molecular. Nuestros resultados sugieren que las mezclas de ADN en las que se
contrastan los alelos de caracteres de interés, como pueden ser la autocompatibilidad y
la androfertilidad, junto con una técnica que aumente el polimorfismo, como los AFLPs,
incrementaria considerablemente la eficiencia en la obtencion de marcadores
moleculares. Esta alternativa podria resultar muy adecuada para futuros estudios

moleculares en albaricoguero.

Esta es la primera vez que se obtienen datos de cosegregacion entre caracteres

de especial interés y marcadores moleculares en la especie albaricoquero.
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6.5.- CONCLUSIONES.

La combinacion de las dos técnicas basadas en marcadores tipo RAPD utilizadas en
el estudio, BSA y seleccion directa de cebadores, ha dado como resultado la
obtencion de cuatro marcadores ligados al gen de androesterilidad: M4-950, Y15-
950 y V10-1300 en fase de acoplamiento y B5-450 en fase de repulsion. Los tres
primeros marcadores no pueden ser considerados como marcadores de seleccion, ya
que las frecuencias de recombinacion con respecto al caracter son muy altas. Sin
embargo, el marcador B5-450 es un buen candidato a marcador de seleccion, ya que

su frecuencia de recombinacion es r = 0.07.

Se han obtenido dos marcadores de autocompatibilidad: B11-550 y P10-1200. Los
resultados de estos marcadores son preliminares, ya su ligamiento sélo ha sido
estudiado en 11 individuos de dotacion alélica conocida. La frecuencia de
recombinacion de uno de ellos P10-1200 era de r = 0.1, lo que le convierte en un
candidato a marcador de seleccion. Su grado de ligamiento al caracter deberia ser
probado una vez determinada la composicion alélica de los individuos de toda la

poblacién.

Se ha estudiado la eficiencia de los BSA combinados con RAPD en la obtencién de
marcadores ligados a caracteres de interés. La eficiencia de la metodologia en
términos de marcadores obtenidos en funcién del nimero de cebadores probados fue
muy baja. EI 96% de las bandas polimdrficas entre mezclas de ADN correspondian a
bandas no ligadas a ningun caracter. Esto ha llevado a proponer el uso de los BSA
combinados con otro tipo de marcadores moleculares, cuya eficiencia en la obtencién
de polimorfismo sea mayor. Los marcadores AFLPs han demostrado ser muy
eficaces en la obtencidn de polimorfismo en la especie albaricoquero. Su utilizacion
conjunta con la técnica del Bulk Segregant Analysis aumentaria considerablemente
la eficiencia en la obtencion de marcadores moleculares ligados a genes de interés.
Esta alternativa podria resultar muy adecuada para futuros estudios moleculares en

albaricoquero.
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7.- CONCLUSIONES

Los resultados descritos en los diferentes capitulos de esta memoria permiten

establecer las siguientes conclusiones:

Los marcadores tipo RFLP permiten la identificacion de variedades de
albaricoquero. Sin embargo, debido a su bajo polimorfismo y a la laboriosidad de la
técnica, no son recomendables para la aplicacion rutinaria en identificacion varietal
de albaricoquero. Los marcadores tipo RFLP han demostrado ser adecuados para
medir la diversidad genética y la elaboracion de mapas genomicos. El polimorfismo
obtenido por esta técnica depende de la heterocigosidad de la especie, de modo que
su eficacia en albaricoquero dependera de la utilizacién de un mayor nimero de

combinaciones sonda/enzima.

Los marcadores tipo RAPD son eficaces para la identificacion varietal, y pueden ser
utilizados de forma rutinaria, ya que resultan una técnica rapida y sencilla. Los
marcadores obtenidos agruparon las variedades de acuerdo con su origen geografico.
Estos marcadores son suficientemente polimérficos para la elaboracion de mapas
genoémicos en cruzamientos intraespecificos, siempre y cuando los parentales no sean

muy proximos genéticamente.

Los marcadores tipo AFLP han permitido la agrupacion de las variedades de
albaricoquero de acuerdo a su origen local dentro de los genotipos europeos. Este
hecho destaca a los AFLPs como una técnica muy adecuada para su utilizacion en
estudios de diversidad en poblaciones compuestas por genotipos muy proximos
entre si. Estos marcadores proporcionan un elevado polimorfismo, por lo que esta
técnica resulta adecuada para la elaboracion de mapas gendmicos, incluso si se ha

utilizado una familia cuyos parentales son muy proximos genéticamente.
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Se ha elaborado el primer mapa gendémico para la especie albaricoquero,
obteniéndose un numero de grupos de ligamiento que se ajusta a la dotacidn
cromosomica de la especie. El presente mapa favorecera el desarrollo de la mejora
asistida por marcadores moleculares en la especie albaricoquero, sirviendo de apoyo

a los mejoradores.

Los mapas de albaricoquero obtenidos para la familia procedente del cruce Goldrich
x Valenciano cubren un 70% del genoma del parental femenino (Goldrich) y un
53% del genoma del parental masculino (Valenciano). Es necesaria la saturacion de
los mapas obtenidos con un mayor numero de marcadores, para facilitar la obtencion
de marcadores moleculares ligados a genes de interés y conseguir en Valenciano una
reduccion de los 9 grupos de ligamiento encontrados a los 8 grupos correspondientes

a la dotacion cromosémica de la especie.

Ha sido determinada la herencia de caracter resistencia Sharka. El caracter
monogénico de herencia simple, resultante de la primera determinacion de la
resistencia, se situd en el sexto grupo de ligamiento. Este es el primer paso para la
saturacion del genoma en esta zona, lo que permitird en un futuro la seleccion precoz

de plantulas resistentes por medio de marcadores moleculares.

Se ha estudiado la eficiencia de los BSA combinados con RAPD en la obtencion de
marcadores ligados a caracteres de interés. La eficiencia de la metodologia en
términos de marcadores obtenidos en funcién del nimero de cebadores probados fue
muy baja. EI 96% de las bandas polimorficas entre mezclas de ADN correspondian a
bandas no ligadas a ningln caracter. Esto ha Ilevado a proponer el uso de los BSA
combinados con otro tipo de marcadores moleculares, cuya eficiencia en la obtencién
de polimorfismo sea mayor. Los marcadores AFLPs han demostrado ser muy
eficaces en la obtencién de polimorfismo en la especie albaricoquero. Su utilizacion
conjunta con la técnica del Bulk Segregant Analysis aumentaria considerablemente
la eficiencia en la obtencion de marcadores moleculares ligados a genes de interés.
Esta alternativa podria resultar muy adecuada para futuros estudios moleculares en

albaricoquero.
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Tampones y Medios

I.1.- TAMPONES EXTRACCION ADN

e CTAB X2

CTAB 10 gr
NaCl 40,1 gr
Polivinil-pirolidina Sgr
EDTA 05M pH=8 20 mi
TrisHCI0,5M pH =8 50 ml
Sodio Bisulfito (opcional) 0,1gr
H,O 420 ml

1.2.- PREPARACION DE LA RNA-asa.

1.- Diluir la RNA-asa pancreatica (RNA-asa A) a una concentracion 10 mg/ml
en 10 mM Tris HCI (pH = 7,5) y 15 mM NacCl.

2.- Calentar a 100°C durante 5 min. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

3.- Guardar a =20 °C.

1.3.- TAMPONES ELECTROFORESIS

e TAE x50
Tris 242 gr
Acido acético glacial 57.1ml
EDTA05MpH=8 100 ml
H,0

Se esteriliza a 120° durante 20 minutos.

e TBE x10
Tris 108 gr
Acido borico 55 gr
EDTAO05MpH=8 40 ml
H.0 1Litro

Se esteriliza a 120° durante 20 minutos.

145



Tampones y Medios

1.4.- MEDIOS CULTIVO BACTERIAS COMPETENTES.

e Medio LB
Bacto-triptona 10 gr
Extracto de bacto levadura 5gr
NaCl 10 gr
H,O | Litro

Se ajusta el pH a 7,5 con NaOH.

e Medio LB + Agar

Bacto-triptona 10 gr
Extracto de bacto levadura 5¢r
NaCl 10 gr
Agar 159r
H,O | Litro
¢ SOB

Bacto-triptona 20 gr
Extracto de bacto levadura 59r
NaCl 0,6 gr
KCI 250 mM 10 ml
H,O | Litro

Ajustar el pH a 7 y esterilizar en autoclave.

1.5.- TAMPONES SOUTHERN

e Solucion Desnaturalizante.

NaCl 1,5 M
NaOH 0,5 M

e Solucion Neutralizante.

TrisHCI 05MpH=74
NaCl 1,5 M
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e SSC x 20
NaCl 3 M
Citrato sédico 0,3 M

1.6.- TAMPONES DETECCION

e Tampon 1

Acido maléico 100 mM
NaCl 150 mM

e Tampédn 2

Tampoén 1 + 2 % Blocking Reagent
e Tampon 3

TrisHCI 0,1 M

NaCl 0,1 M

MgCl, 0,05 M
1.7.- COLORANTES ELECTROFORESIS
e Azul de bromofenol.

SDS 1%

Sacarosa 50 %

EDTA 1 mM

Azul de bromofenol

Se afade el polvo de azul de bromofenol en pequefias cantidades hasta conseguir
el color deseado.

e Colorante AFLPs

Formamida 50 ml
EDTAO05M 1ml
Xileno cianol 0,125 gr
Azul de bromofenol 0,125 gr

La formamida debe ser desionizada con 1,5 gr de Amberlita durante 30 miny
posteriormente filtrada antes de hacer el colorante.
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Variedades de albaricoquero

VARIEDADES DE ALBARICOQUERO UTILIZADAS EN EL ESTUDIO DE
DIVERSIDAD

1.-VARIEDADES NORTEAMERICANAS.

HARCOT HARGRAND
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Variedades de albaricoquero

GOLDRICH

2.-VARIEDADES VALENCIANAS.

GINESTA VALENCIANO
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Variedades de albaricoquero

TADEO CANINO

NAVARROS CORBATO
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Variedades de albaricoquero

3.- VARIEDADES MURCIANAS.

VELAZQUEZT. BULIDA

01234567890
| ST (0 T (T T 1 1

MONIQUI
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4.- VARIEDADES FRANCESAS

R. SERNHAC ROYAL
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INDIVIDUOS DE LAS POBLACIONES SEGREGANTES UTILIZADOS EN EL

ESTUDIO

Las tablas siguientes contienen los individuos estudiados para las dos

poblaciones segregantes:

. Goldrich x Valenciano: Poblacion que da segregacion para los caracteres resistencia

a Sharka y autoincompatibilidad (Tabla 111.1).

. Gitano x Pepito del Rubio: Poblacion que da segregacion para los

autoincompatibilidad y androesterilidad.

Tabla lll.1.- Poblacién segregante procendente del cruce Goldrich x Valenciano 1.

S40101 S40110
S40102 S40111
S40103 S40112
S40104 S40113
S40105 S40114
S40106 S40115
S40107 S40116
S40108 S40117
S40109 S40118

S40119
S40120
S40121
S40122
S40123
540124
S40126
S40127
S40128

S40129
S40130
S40131
S40132
S40133
S40134
S40135
S40136
S40137

S40138
S40139
S40140
S40141
S40142
540201
S40202
S40203
S40204

S40205
S40206
S40207
S40208
S40209
540210
S40211
S40212
S40213

S40214
540215
S40216
S40217
S40219
540220
S40221
S40222
S40223

S40224
S40225
S40226
S40227
S40228
S40229
S40230
S40231
S40232

Tabla Ill.2.- Poblacién segregante procedente del cruce Gitano x Pepito del Rubio.

Z10717 710829
Z10737 Z10833
Z10739 710834
710742 710836
Z10805 710845
710811 710849
710812 710914
710817 710915
710818 Z10927
710821 710933
710825 Z10955
210827 Z10960
710828 710962

711003
Z11006
2711009
711011
711016
711018
711020
711022
711031
711043
711044
211047
711102

Z11106
Z11107
711108
711116
Z11119
Z11120
711122
711123
711128
711129
711132
Z11133
711134

Z11135
711137
Z11139
711141
Z11150
Z11160
711204
711216
711217
711219
711222
211227
711231

711249
7211260
711302
Z11309
711315
711337
711344
711347
711353
711409
711419
711423
711426

711431
711433
711434
711435
711440
711445
711446
711501
711503
711506
2711507
711508
Z11511

711512
Z11513
Z11519
711520
711521
711533
711534
711536
711537
711545
711546
711549
2711550

Z11551
711607
711609
711610
711611
711613
711614
711617
711623
711626
711635
711636
711640

caracteres

S40233
S40235
S40236
S40237
S40238
S40239
S40240
S40241
S40242

711642
711643
711645
711646
711648
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CONCEPTOS BASICOS PARA LA ELABORACION DE MAPAS GENOMICOS

VI1.1.-LOD - SCORE (Log of the odds ratio).

La proximidad de dos genes se mide por la probabilidad de ser separados
durante la meiosis, por el fendmeno del entrecruzamiento o recombinacion. De aqui que
las distancias genéticas se midan en funcion de la frecuencia de recombinacién. Cuanto
mas lejos estén entre si dos genes, mayor sera la frecuencia con la que estos genes se

intercambien, es decir, mayor sera la frecuencia de recombinacion.

LOD = Log [I—(r var) / I—(rO) = Log [ L(X) / L(05) ]

L = Probabilidad de la existencia de ligamiento entre dos marcadores.
I var = Frecuencia de recombinaciéon de la variable estudiada.
r o = 0.5 Frecuencia de recombinacion correspondiente a independencia,

es decir, a ausencia de ligamiento.

La hipotesis nula supone el no ligamiento y equivale a la probabilidad L(0.5).
Con el valor LOD se compara la hipdtesis alternativa, que es la existencia de
ligamiento, representada por L(x) y la hipdtesis nula, ausencia de ligamiento.
Normalmente se considera que el ligamiento existe cuando LOD > 3, ya que la
probabilidad de que la hipotesis alternativa, es decir el ligamiento, sea cierta, es 1000

veces superior a la probabilidad de que no exista ligamiento.

LOD =Log [ L(x)/L(0.5)]1=3;[L(x)/L(0.5)]=1000
Log1o (1000) =3
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IV.2.- Funciones de mapa.

Las funciones de mapa transforman las frecuencias de recombinacion entre dos
genes en distancias genéeticas (cM).

Existen dos tipos de funciones de mapa: Haldane y Kosambi.

e Haldane

Asume la ausencia de interferencia en los cruces durante la meiosis. Los cruces

se producen siguiendo un proceso de Poisson.

x=-1/2log (1-2r) si 0<r<0,5

X =0 si r=05

Donde: x = Distancia genética en cM.

r = frecuencia de recombinacién.

e Kosambi

La funcion de Kosambi asume cierto grado de interferencia en los cruces durante

la meiosis.

X =Y log [1+2r/1-2r] si 0<r<0,5

X =00 si r=0,5

Donde: x = Distancia genética en cM.

r = frecuencia de recombinacién
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V1.3.- Estima de la longitud total del genoma.

Los marcadores moleculares permiten la construccién de una parte del genoma
de una especie. A partir de este trozo de genoma se puede estimar su tamario total. Esto
permite a los mejoradores tener una idea del nimero de marcadores necesarios para
saturar el mapa, facilitando asi la busqueda de marcadores moleculares ligados a genes

de interés.

El método mas utilizado para el calculo del tamafio total del genoma es el
método Hulbert (Hulbert y col. 1988):

G=2MX/K (Morgans)

Donde: G = Estima del tamafio total del genoma.
X = Méxima distancia observada en el mapa entre pares de marcadores.
K = N° de pares de loci con LOD igual o superior a Z.
Z = LOD mas bajo utilizado en la construcciéon de los grupos de
ligamiento.

M = n (n-1)/ 2, Numero de meiosis informativas, donde n = n° loci
presentes en el mapa.
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Marcadores mapas

MARCADORES TOTALES OBTENIDOS PARA LA ELABORACION DE LOS
MAPAS Y SU DISTRIBUCION EN LOS MAPAS DE GOLDRICH Y DE
VALENCIANO

Tabla V.1.-

GRUPO 1

GRUPO 2

GRUPO 3

GRUPO 4

GRUPO 5

GRUPO 6

GRUPO 7

GRUPO 8

Marcadores que forman parte del mapa Goldrich y sus tipos de segregacion.

AA-CCA9 AA-CTT3 AA-CTT12

Z17-750 R15-1300 AA-CCA1l1
AA-CAC6 AC-CAAl

AA-CCC2 AA-CCA13

AA-CAA4 AC-CCC6 AC-CCC3

AA-CCA2 AG-CTT4

R13-1100 R15-1000

P12-1200 AA-CAA4
M19-700 AA-CTT14

AA-CCA7 AA-CCA19 ACIGARISNAG-CAAL  Z11-1100

_Marcadores segregacion 1:1aLOD 5

Marcadores segregacion 1:1aLOD 3

Marcadores heterocigotos para Goldrich con segregacion distorsionada
Marcadores segregacion 3:1

Marcadores heterocigotos para ambos padres con segregacion distorsionada
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Tabla V.2.- Marcadores que forman parte del mapa Valenciano y sus tipos de segregacion.

GRUPO 1 |AG:CTTA AA-CCALS
GRUPO 2 /AC-CCC1  AC-CCC2 AC-CCC4 |[RGIGAREIN AG-CAALO
GRUPO3 AACCAS AC-CAALL AG-CAA4 AC-CAG2 [AGICARSIIRSHIZ0ONNACIEAASI

AC-CAG3

GRUPO4 AC-CTTL P1-1000 M15-600 [ACECCCONAACAATI NAAICAAZN
GRUPO5 |AG'CAA3P10°1000"|

GRUPO 6
AA-CAA7

M18-1600 M19-750 Z6-1300 Z11-1200 Y11-600 M19-700 AG-CAAl
Z11-1100

GRUPO 7 |AASCCAS /66501
GRUPOB AG-CTTIl AG-CAA9 Y15-1000 V11500 V11-1200 MI7-900 VO-1100

AA-CCC12 AG-CAA5 AC-CAA13 R13-1100 R15-1000 AA-CCA4 AA-CTT14

GRUPO 9 |C14-800  AC-CAA7 V19-200

_Marcadores segregacion 1:1alLOD5
Marcadores segregacion 1:1 a LOD 3
Marcadores heterocigotos para Valenciano con segregacion distorsionada
Marcadores segregacion 3:1
Marcadores segregacion 3:1aLOD 2.5
Marcadores heterocigotos para ambos padres con segregacion distorsionada
Marcadores heterocigotos para ambos padres con segregacién distorsionada
aLOD25
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Tabla V.3.- Total de marcadores RAPDs y AFLPs obtenidos para la elaboracion de los mapas.

RAPDS AFLPs RAPDs

CROM1 2CROM1 0 0
CROM2 12 8 CROM2 2 1
CROM3 6 8 CROM3 4 1
CROM4 7 2CROM4 6 0
CROM5 6 3 CROM5 3 0
CROMG6 8 2CROM6 3 2
CROM7 3 0 CROMY7 1 0
CROM8 2 0CROMS8 3 3

25 22 7

T.ASD AFLPs RAPDs T.CMS AFLPs RAPDs

CROM1 1 0CROM1 3 0
CROM2 1 0CROM2 2 0
CROM3 1 0CROMS3 1 0
CROM4 0 0CROMA4 2 0
CROM5 0 0CROMb5 0 2
CROM6 0 0 CROM6 1 2
CROM7 0 0 CROM7 0 0
CROMS8 0 0CROMS8 4 1

0 13 5

% NL TIPO A 18
% NL TIPO B 24
% NL TIPO C GOLD 35
%NL TIPO C VAL 56

TOTALES TIPO B (Segregacion 1:1 VAL 54

RAPDs AFLPs RAPDs

CROM1 2 0CROM1 0 0
CROM2 3 0CROM2 2 0
CROM3 3 0CROM3 2 1
CROM4 1 2CROM4 3 0
CROM5 1 1CROM5 0 0
CROMG6 9 2CROM6 1 4
CROM7 1 1 CROM7 0 0
CROM8 2 4CROMS8 5 0
CROM9 1 2CROM9 0 0

12 13 5

T.BSD AFLPs RAPDs T.CMS AFLPs RAPDs

CROM1 0 0CROM1 0 0
CROM2 0 0CROM2 1 0
CROM3 1 0CROMS3 1 0
CROM4 0 0CROMA4 0 0
CROM5 0 0 CROMb5 0 0
CROM6 2 0 CROM6 2 3
CROM7 0 0CROM7 0 0
CROMS8 0 1CROMS8 5 2
CROM9 0 0CROM9 0 0

1 9 5

AFLPs RAPDs
22 10

AFLPs RAPDs

17 3

AFLPs RAPDs

T.ASD

(o))

% SD TIPO A 6
% SD TIPO B 13
% SD TIPO C 33

T.B SD

~
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Sintomas y determinacidn resistencia a Sharka

SINTOMAS DE SHARKA Y DETERMINACION DE LA RESISTENCIA AL
VIRUS EN HIBRIDOS OBTENIDOS DEL CRUZAMIENTO LAS
VARIEDADES DE ALBARICOQUERO GOLDRICH X VALENCIANO

VI.1.-SINTOMAS DEL VIRUS DE LA SHARKA.

VI1.1.1.- Ciruelo japones.
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V1.1.2.- Ciruelo europeo.
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Sintomas y determinacidn resistencia a Sharka

V1.1.3.- Melocotonero.
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Sintomas y determinacién resistencia a Sharka

VI1.1.4.- Albaricoquero
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Sintomas y determinacidn resistencia a Sharka

VI.2.- DETERMINACION DE LA RESISTENCIA AL VIRUS EN HIBRIDOS DE
ALBARICOQUERO

s

Foto VI.1.- Vista general del invernadero. Plantas de
melocotonero GF-305 utilizada como planta indicadora del virus
de la Sharka.

Foto VI.2.- Injerto en chapa del
hibrido sobre melocotonero GF-305.
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Sintomas y determinacién resistencia a Sharka

Foto VI.3.- Hibrido Goldrich x Valenciano
mostrando sintomas en el patron GF-305 y en
la variedad. Los sintomas aparecen como
bandas cloréticas en las nerviaciones de las
hojas. La evaluacidon de los sintomas tiene
lugar entre los 15 dias a 2 meses después de
pasado el ciclo de frio.

Foto VI.4.- Hibrido Goldrich x
Valenciano mostrando sintomas de
Sharka.
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