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RESUMEN

La caracterizacion varietal de especies frutales se ha visto complementada en los Gltimos
afios con la aparicion de marcadores moleculares de ADN que permiten una exploracion del
genoma de cada variedad independientemente del estado de desarrollo y del estado fenologico del
arbol sin estar influenciado por el ambiente. El cerezo es una de las especies de frutales de hueso de
mayor importancia econémica y Espafia se encuentra entre los principales productores mundiales
de esta fruta. Sin embargo, esa importancia no se ha visto reflejada en estudios exhaustivos de la
identificacion de los genotipos de las distintas variedades de esta especie. Asi, en este trabajo se ha
desarrollado un método eficaz y de aplicacion sencilla para la identificacion de variedades de
cerezo basado en marcadores moleculares tipo microsatélite. El uso de secuencias de microsatélites
desarrolladas en melocotonero para la identificacion de variedades de cerezo, ha demostrado que
estas secuencias se encuentran suficientemente conservadas entre especies relacionadas como para
poder detectar variabilidad intraespecifica en otras especies del género Prunus. El método
desarrollado ha sido utilizado para identificar las colecciones de variedades de cerezo del Servicio
de Investigacion Agroalimentaria (SIA, Zaragoza) con 76 genotipos y de la Junta de Extremadura
en Barrado (Caceres) con 28 genotipos, y la coleccidon de patrones de cerezo del SIA de Zaragoza
con 17 genotipos. El trabajo ha permitido establecer los perfiles de los genotipos de las diferentes
variedades y patrones de estas colecciones y estudiar la similitud genética entre ellas. Asi, se ha
observado que las variedades de cerezo mas antiguas y las variedades utilizadas como parentales en
programas de mejora se agrupan por su similitud genética en dos grupos que se corresponden con
su origen geografico: variedades originarias del sur de Europa y variedades originarias de
Centroeuropa y Norteamérica. Estos resultados concuerdan con el modo en que las variedades han
sido seleccionadas localmente y con el movimiento del material vegetal de esta especie ya que
fueron principalmente las variedades centroeuropeas las que fueron llevadas a Norteamérica. Las
variedades tradicionales del Valle del Jerte analizadas son también genéticamente mas similares
entre ellas que a otras variedades introducidas en el Valle con posterioridad lo que indicaria que
existe un grupo de variedades locales autoctonas que pueden diferenciarse del resto de variedades
cultivadas y que han sido seleccionadas de manera empirica por los agricultores de la zona durante
siglos. El conocimiento y la identificacion de ese germoplasma va a ser de utilidad para su futura
conservacion.

El caracter de autoincompatibilidad en cerezo presenta numerosos problemas de cara a la
produccion en las plantaciones frutales. Asi, las variedades de cerezo autoincompatibles necesitan
la presencia de arboles polinizadores, donantes de polen compatible para la produccién y, por lo
tanto, el caracter de autocompatibilidad y la obtencion de variedades autocompatibles es un
importante objetivo de mejora en esta especie. En este trabajo se ha abordado el estudio del
caracter de autocompatibilidad desde dos objetivos diferentes: el establecimiento de una
metodologia rapida y eficaz para la identificacidon de los alelos S de incompatibilidad mediante
PCR vy el estudio genético y molecular del mutante natural autocompatible ‘Cristobalina’. Para el
primer objetivo se ha desarrollado un método de identificacion de alelos S basado en PCR con
cebadores obtenidos a partir de las zonas conservadas de las ribonucleasas estilares S. Utilizando
esta metodologia se han identificado los alelos y grupos de incompatibilidad de las colecciones de
cerezo antes mencionadas que incluyen 26 variedades cuyo genotipo S no habia sido descrito
previamente. Ademas se han identificado seis posibles nuevos alelos de incompatibilidad y para
tres de ellos se ha confirmado su identidad mediante la clonaciéon y secuenciacion de las bandas
amplificadas, comprobandose que corresponden a ribonucleasas S. El estudio de la variedad
autocompatible ‘Cristobalina’ indica la presencia de una mutacion que afecta a la funcionalidad de
ambos alelos del factor S del polen. Esta situacion implica que esta variedad es una herramienta
muy util para el estudio de la reaccion de incompatibilidad en las Rosdceas y de la funcion de
factor S del polen.



SUMMARY

Cultivar identification in fruit tree species has been complemented in recent years by the
availability of molecular DNA markers. These markers allow to carry out a genome exploration of
each cultivar independently of the age of the tree or the stage of development without
environmental influences. Sweet cherry is one of the economically most valuable stone fruit tree
species and Spain is one of the major sweet cherry producing countries, although this importance
has not been reflected in deep studies regarding de characterization of the genotypes of the
different cultivars of this species. Thus, in this work, an efficient and simple method to identify
sweet cherry varieties using microsatellite markers has been developed. The use of microsatellite
sequences developed in peach for the identification of sweet cherry cultivars has demonstrated that
these sequences are sufficiently conserved among related species, to detect intraspecific variability
in other species of the genus Prunus. The method developed has been used to characterize the
sweet cherry collections of the ‘Servicio de Investigacion Agroalimentaria’ (SIA, Zaragoza) with
76 genotypes, and of the ‘Junta de Extremadura’ in Barrado (Caceres) with 28 genotypes, plus the
sweet cherry rootstock collection of SIA in Zaragoza with 17 genotypes. This work has allowed to
establish the genotype patterns of the different cultivars and rootstocks analysed, and to study the
genetic similarity among them. It has been observed that the most ancient varieties, as well as the
parental cultivars of sweet cherry breeding programmes, are grouped by their genetic similarity,
according to their geographic origin, in two groups: varieties originated in Southern Europe, and
varieties originated in Central Europe and North America. These results agree with the way in
which sweet cherries have been selected locally and with the movement of the plant material of this
species, since mainly cultivars from Central Europe were taken to North America. The traditional
varieties analysed from the ‘Jerte’ valley are also genetically closer among themselves, than to
other varieties introduced recently in the valley. This indicates that there is a group of local
autochthonous varieties that can be differentiated from the rest of cultivated varieties and that have
been empirically selected by local farmers during centuries. The knowledge and characterization of
this germplasm will be of great use for its future conservation.

Self-incompatibiliy is a main problem for fruit production in sweet cherry orchards. Self-
incompatible cultivars need to be planted in combination with pollinator trees to ensure the
availability of compatible pollen, and, thus, self-compatibility and the introduction of self-
compatible cultivars is an important breeding objective in this species. In this work, the study of
self-incompatibility has been carried out following two different approaches: the establishment of a
fast and efficient methodology for the identification of self-incompatibility alleles by PCR analysis
and the genetic and molecular study of a natural self-compatible sweet cherry mutant
‘Cristobalina’. For the first objective, an efficient method of sweet cherry S allele identification,
based in the use of PCR primers obtained from the conserved sequences of S-RNases, has been
developed. By the use of this methodology it has been possible to identify the S alleles and
incompatibility groups of the sweet cherry varieties belonging to the collections studied, including
26 varieties which S-allele genotype had not been described previously. Furthermore, six putative
new S alleles have been identified and three of them have been confirmed to correspond to S-
RNases, by cloning and sequencing their corresponding PCR bands. The study of the self-
compatible mutant ‘Cristobalina’, indicates, that in this cultivar, there is a mutation that affects the
pollen function of both S alleles. This situation implies that this cultivar is a very useful tool to
study the self-incompatibility system in Rosaceae and the function of the pollen S factor.



1. INTRODUCCION GENERAL

EL CEREZO

Taxonomia

El cerezo (Prunus avium L., 2n=16) pertenece a la familia de las Rosaceas, género
Prunus, subgénero Cerasus y es normalmente diploide aunque se han encontrado
individuos triploides o tetraploides (Fogle, 1975). El género Prunus esta compuesto por
mas de 200 especies, todas ellas con un numero bésico de cromosomas de x=8 y en el que
se encuentran especies diploides, tetraploides y hexaploides. El género Prunus es el mas
amplio de la subfamilia de las Prunoideas (Amygdaloideas) que también incluye los
géneros Exochorda, Maddenia, Oemleria, Prinsepia y Pygeum (Takhtajan, 1997).
Historicamente, el género Prunus se ha clasificado en 5 subgéneros divididos en dos clades
prinicipales (Bortiri et al., 2002). Uno estaria formado por los subgéneros Amygdalus y
Prunophora y otro por los subgéneros Cerasus, Laurocerasus y Padus. Dentro del género
Prunus se encuentran otras especies frutales de importancia econdémica como son el
almendro (Prunus dulcis D.A. Webb, 2n=16) y el melocotonero [Prunus persica (L.)
Bastch., 2n=16] dentro del subgénero Amygdalus, o el albaricoquero (Prunus armeniaca
L., 2n=16) y el ciruelo Europeo (Prunus domestica L., 2n=6x=48) dentro del subgénero
Prunophora (Watkins, 1976). Dentro del subgénero Cerasus, ademas del cerezo, otras
especies de importancia econdomica son el guindo (Prunus cerasus L., 2n=4x=32) que es
tetraploide, el cerezo Santa Lucia (Prunus mahaleb L., 2n=16) que ha sido ampliamente
utilizado como patrén de cerezo y Prunus fruticosa Pall. (2n=4x=32) que es cultivado
principalmente en Rusia y se considera el ascendente tanto del cerezo (Fogle, 1975) como
del guindo por hibridacion con el cerezo (Brettin et al., 2000). Otras especies que se han
utilizado en la mejora del cerezo son Prunus tomentosa Thunb. (2n=16) que proviene de

China y Prunus besseyi Bailey (2n=16) originario de Norteamérica (Brown et al., 1996).
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Caracteristicas botanicas

El cerezo es un arbol caducifolio de gran vigor cultivado principalmente por sus
frutos comestibles. Se caracteriza por unas hojas grandes, de 7 a 13 cms. de longitud y de
la mitad de anchura, simples, de forma entre ovalo-lanceolada y eliptica, y con el margen
serrado. El peciolo es largo (2-5 cms) y presenta unas glandulas rojas en la zona cercana a
la lamina de la hoja que es algo rugosa. Sus flores son blancas de aproximadamente 2,5
cms de diametro y aparecen en grupos, como umbelas, rodeando una yema vegetativa en
madera de mas de dos afios. Cada yema floral contiene de 2 a 6 flores, con 5 sépalos, 5
pétalos, numerosos estambres y pistilo lampifio. El fruto es una drupa glabra globosa o con
forma de corazon y tanto el color de la piel como de la pulpa puede variar de amarillo a

rojo profundo o casi negro. El hueso es también globoso y casi liso.

Origen del cultivo

Se cree que el cerezo es originario de la zona que se encuentra alrededor del Mar
Caspio y del Mar Negro y, actualmente, se encuentra de forma silvestre en Europa, zonas
de Asia Occidental y el Caucaso (Iezzoni et al., 1990). La primera referencia escrita del
cultivo del cerezo se remonta al afio 300 a.C. por Theoprastus (Hedrick, 1915), pero se
cree que la cereza era recolectada por los habitantes europeos con mucha anterioridad a su
cultivo (Zohary y Hopf, 1988), ya que restos de huesos de cereza han sido encontrados en
cuevas que datan de los afios 4000-5000 a.C. (Brown et al., 1996). Probablemente, el
cerezo fue cultivado en primer lugar en Grecia tanto por su fruta como por su madera
(Hedrick, 1915). El cultivo se extendié después por Europa con el Imperio Romano y ya en
el siglo I d.C. el escritor romano Varro en su ‘De Agricultura’ describi6 técnicas de injerto
en cerezo y Plinio el Viejo en su ‘Historia Natural® hizo referencia a ocho cultivares de esta
especie. Posteriormente, se produjo una disminucién en el cultivo durante la Edad Media y
un resurgimiento a partir del siglo XVI fundamentalmente en Alemania (Watkins, 1976).
La extension del cultivo del cerezo a través de Europa Occidental se basd probablemente
en la domesticacion de individuos silvestres que estaban bien adaptados a cada area de

cultivo. Un numero limitado de estas variedades fue llevado y extendido por Norteamérica
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por los Europeos. Sin embargo, el cerezo no fue explotado comercialmente hasta hace
aproximadamente 100 afios (Hedrick et al., 1915) y, por ello, la mayoria de las variedades
de cerezo que se cultivan hoy en dia son descendientes, separados por unas pocas

generaciones, de estas antiguas variedades (Iezzoni et al., 1990).

Material vegetal

Los objetivos actuales de la mejora del cerezo han impulsado una obtencion
constante de genotipos mejorados genéticamente (Brown ef al., 1996; lezzoni et al., 1990).
Entre los objetivos de mejora mas importantes se encuentran la mejora de la calidad del
fruto, la precocidad, la extension de la época de recoleccion, la autocompatibilidad, la
resistencia al agrietamiento o la resistencia a las principales enfermedades (Ilezzoni ef al.,
1990). Dada la importancia de la autocompatibilidad de cara a la produccion de cereza en
una plantacion, dentro de las variedades mas utilizadas podemos distinguir entre
autoincompatibles y autocompatibles. Dentro de las primeras existen variedades como
‘Van’, ‘Bing’, ‘Burlat’ o ‘Rainier’ que se cultivan en la mayoria de paises productores
siendo posiblemente las variedades mas utilizadas. Dentro de cada pais existen ademas
variedades locales que se cultivan en zonas exclusivas como son ‘0900 Ziraat’ en Turquia,
‘Duroni’ en Italia o ‘Ambrunés’ en Espafia (Webster y Looney, 1996). Entre las variedades
autocompatibles mas utilizadas se encuentran ‘Stella’, ‘Sunburst’ or ‘Sweetheart’. Para
otros caracteres de interés se pueden destacar variedades como ‘Van’ por precocidad,
‘Burlat C1’ por el tamano reducido del arbol, ‘Vittoria’ para la cosecha mecanizada o
‘Schmidt’ por su resistencia al agrietado (Iezzoni et al., 1990). En Espafia las variedades
mas utilizadas son ‘Burlat’, ‘Garnet’, ‘Marvin 4-70°, ‘Stella’, ‘Summit’, ‘Sunburst’ y
‘Sweetheart’, aunque, junto con estas, se cultivan variedades locales como ‘Ambrunés’,
‘Pico Colorado’ y ‘Pico Negro’ y todavia existen plantaciones de variedades tradicionales

como ‘Hedelfingen’ y ‘Napoleon’ (J.L. Espada, comunicacion personal).

Entre los patrones de cerezo mas utilizados se encuentran el ‘F12/1° o ‘Colt’ dentro
de los patrones francos, los patrones de cerezo de Santa Lucia como ‘Santa Lucia 64’ o las

selecciones ‘CAB’ dentro de los patrones de Prunus cerasus. En Espafia el patron mas
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utilizado es ‘Santa Lucia 64°, aunque en la zona de Extremadura también se utilizan
patrones francos locales o ‘reboldos’. En la mejora de patrones de cerezo se buscan
diferentes objetivos dependiendo de las condiciones de cultivo de cada zona. Entre estos
objetivos esta la uniformidad en las plantaciones, la reduccion del tamaiio del arbol, la

precocidad, la resistencia al frio o a algunas enfermedades (Iezzoni ef al., 1990).

Situacion actual del cultivo de cerezo

La produccion total de cerezo en el mundo alcanza cerca de dos millones de
toneladas métricas, lo que sitia al cerezo en el cuarto lugar entre los frutales de hueso por
detrds del melocotonero, el ciruelo y el albaricoquero (Faostat, 2002). La produccion
mundial de cereza estd liderada por Turquia, Irdn y Estados Unidos con mas de 200.000
toneladas cada uno en el afio 2000, seguidos por Italia, Espafia y Alemania que producen
algo mas de 100.000 toneladas al afio cada uno (Faostat, 2002). Estos seis paises
concentran asi el 50% de la produccion mundial de cereza, siendo Espana uno de los

grandes productores de cereza del mundo.

En Espafia, mientras la superficie dedicada a este cultivo se ha mantenido estable en
los ultimos cinco afios variando entre las 27.000 y cerca de las 29.000 Hectareas, la
produccion se ha duplicado en estos afios pasando de 60.000 toneladas producidas en el
afio 1998 a 105.900 en el afio 2002. Esto se refleja en un aumento del rendimiento que ha
pasado de 2.200 Kg/Ha en 1998 a 3.850 Kg/Ha en el 2002 (Faostat, 2002), debido
principalmente al incremento de los regadios en la superficie dedicada a este cultivo.
Dentro de Espafia las principales zonas productoras de cereza son Extremadura, Aragon y
Catalufa, que comprenden mas del 50% de la produccion nacional, siendo las provincias
de Caceres y Zaragoza las de mayor produccion con mas de 17.000 y 11.000 toneladas

respectivamente (MAPA, 2000).
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LOS MARCADORES MOLECULARES EN LA IDENTIFICACION VARIETAL
DE ESPECIES FRUTALES'

Identificacion varietal de especies frutales

Tradicionalmente la identificacion varietal se ha basado en la observacion del
fenotipo, lo que implica que sea un proceso lento y costoso que necesita de una
infraestructura vegetal soélida y estable para poder llevarse a cabo. Esta identificacion
fenotipica presenta inconvenientes que se acentian en el caso de arboles frutales. Debido al
largo periodo de juvenilidad de estas especies, la observacion de muchos de los caracteres
necesarios para la identificacion so6lo es posible después de un numero determinado de
afos. Ademas, la expresion de estos caracteres estd influenciada por el ambiente lo que
puede implicar una evaluacion imprecisa, derivando en equivocos como sinonimias
(genotipos iguales que figuren con distintos nombres) u homonimias (genotipos diferentes
que comparten el mismo nombre). Cabe anadir que el gran tamafo de los individuos de las
especies frutales dificulta la evaluacion de los caracteres en el campo y limita la extension

de terreno de la que se puede disponer para su mantenimiento.

La disponibilidad actual de marcadores moleculares de ADN permite caracterizar
con precision los genotipos de las plantas. La caracterizacion genotipica complementa a la
caracterizacion morfologica permitiendo la identificacion en ausencia de rasgos
fenotipicos, en un estado temprano del desarrollo y en cualquier fase fenologica del arbol.
El establecimiento de un sistema de identificacion varietal en frutales basado en
marcadores moleculares de ADN que ademas sea facilmente reproducible presenta
indudables ventajas. Por un lado, permite facilitar el control de identidad del material
propagado tanto de una coleccidon de plantas madres a los viveristas como de éstos al
agricultor; por otro lado, va a facilitar la gestion de las colecciones de germoplasma al

determinar la presencia de homonimias y sinonimias.

'Esta seccidn constituye parte de la publicacion:
Wiinsch A, Hormaza JI. 2002. Cultivar identification and genetic fingerprinting of temperate fruit tree
species using DNA markers. Euphytica 125:59-67 (Anexo 11).
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Por 1ultimo, el beneficio para los mejoradores es considerable ya que no solamente
se pueden proteger sus derechos de forma mas eficiente al poderse comparar las nuevas
variedades con las ya existentes sino que el estudio detallado de la similitud genética de las
distintas variedades partiendo de los datos moleculares, va a permitir una mayor eficiencia

a la hora de disefar cruzamientos en un programa de mejora.

Marcadores moleculares de ADN

Durante los tltimos afios hemos asistido a avances muy importantes en los métodos
disponibles para analizar y utilizar los acidos nucleicos tanto en plantas como en animales.
Estos estudios han dado lugar al desarrollo de diferentes tipos de marcadores de ADN que
han podido ser aplicados con éxito en la mejora de plantas y arboles frutales. Entre otras
aplicaciones, los marcadores de ADN pueden ser utilizados para la introgresion de genes
cuando estan ligados a genes de interés (Hormaza et al., 1994a; Durman y Korban, 1994),
para la construccion de mapas genéticos (Rajapakse et al., 1995) o para la identificacion de

genotipos y estudios de similitud genética entre ellos (Duneman, 1994).

Los diferentes marcadores moleculares desarrollados tienen ventajas y desventajas
y, dependiendo del objetivo a alcanzar, las caracteristicas de cada uno de ellos han de ser
tenidas en cuenta. Asi los primeros marcadores de ADN desarrollados fueron los RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphisms). Estos se obtienen a partir de fragmentos
del ADN digerido y después identificados mediante una hibridaciéon con una sonda de
ADN determinada, resultando en un patréon especifico que depende del ADN gendmico
utilizado, de la enzima de restriccion y de la sonda. Después de su uso inicial en estudios
del genoma humano (Botstein ef al., 1980), los RFLPs han sido ampliamente utilizados en
la mejora y la caracterizacion de plantas y arboles frutales (Tanksley et al., 1989; De
Vicente et al., 1998). Aunque los RFLPs son una herramienta muy robusta para muchas
aplicaciones en la mejora de plantas, como puede ser la identificacion de los alelos S de
incompatibilidad (Hauck et al., 2001), su mayor limitacion en la identificacion de
genotipos radica en que el polimorfismo que revelan es pequefio en comparacion con la

complejidad de su uso.
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Los RAPDs (Randomly Amplified Polymorphic DNA) son fragmentos de ADN
amplificados mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando cebadores de 10
nucledtidos de secuencia aleatoria, donde el polimorfismo depende de la presencia o
ausencia de amplificacion. El uso de los RAPD en diferentes organismos empezo a finales
de la década de los 80 (Williams et al., 1990) y debido a su simplicidad y rapidez pronto se
convirtieron en una herramienta muy valiosa para la identificacion de variedades y estudios
de similitud genética en plantas (Duneman, 1994, Hormaza et al., 1994b). Los numerosos
estudios realizados con RAPDs en la década de los 90 con fines de identificacion de
genotipos demostraron la utilidad de estos marcadores; sin embargo, su naturaleza aleatoria
implica que los resultados obtenidos pueden variar entre laboratorios para el mismo
material analizado (Jones ef al., 1997), lo que supone un impedimento importante a la hora
de establecer sistemas estandarizados de identificacion varietal. Una alternativa para
obtener marcadores mas reproducibles a partir de un analisis de RAPD puede ser el uso de
marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions; Paran y Michelmore,
1993). Estos marcadores se obtienen de una reaccion de PCR utilizando cebadores maés
largos, disefiados a partir de la secuenciacion de fragmentos RAPD seleccionados. Este
ensayo es mucho mas restrictivo y robusto y ha sido utilizado con éxito en mejora asistida
por marcadores; sin embargo, posiblemente debido a la necesidad de secuenciacion, su
utilizacioén con fines de identificacion varietal ha sido exitosa pero escasa (Bautista et al.,

2002; Parent y Pagé, 1998; Xu y Bakalinsky, 1996).

Otro tipo de marcadores moleculares de ADN usados en menor medida en la
identificacion varietal de arboles frutales son los AFLPs (Amplified Fragment Length
Polymorphisms; Vos et al., 1995). Estos marcadores combinan las técnicas de RFLP y
PCR ya que son fragmentos especificos amplificados por PCR a partir de digestiones de
restriccion. Su uso es mas complejo que el de RAPDs o SSRs ya que hay que llevar a cabo
varios procesos ademas de la reaccion de PCR vy el andlisis de los marcadores. Se requiere
una digestion gendmica, una ligacion de adaptadores a los fragmentos de la restriccion y el
uso de cebadores disefiados para amplificar estos fragmentos. Los AFLP son marcadores
dominantes, revelan mucho polimorfismo y un gran nimero de marcadores por ensayo, lo

que resulta en un alto grado de discriminacion entre genotipos y, por lo tanto, son de gran
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utilidad en el andlisis de germoplasma. Sin embargo, aunque se han empleado
frecuentemente para la identificaciéon de plantas anuales, su uso en la identificacién de
arboles frutales ha sido escaso (Angliolillo ef al., 1999; Goulao et al., 2001; Hagen et al.,
2002; Hurtado et al., 2002; Monte-Corvo et al., 2000; Sensi et al., 2003), debido
probablemente a la disponibilidad de otros marcadores de mas facil aplicacion como los

microsatélites.

Los microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats; Litt y Luty, 1989; Tautz,
1989; Weber y May, 1989) son secuencias de ADN repetitivo que se encuentran en los
genomas de los organismos eucariotas y que pueden ser amplificadas utilizando las
secuencias adyacentes a estas como cebadores en una reacciéon de PCR. El polimorfismo
que se revela depende del numero de repeticiones en cada genotipo. Para los organismos
de los que no existen suficientes secuencias de ADN disponibles en las bases de datos
publicas de secuencias o de ESTs, el proceso de aislamiento de los microsatélites implica
el clonado y secuenciacién de secuencias repetitivas. Este proceso es complicado y
requiere normalmente la construccion y el cribado de librerias gendémicas de la especie a
analizar. No obstante, las secuencias flanqueantes de los microsatélites estdn a menudo
conservadas entre especies y géneros lo cual permite transferir los marcadores entre una
especie y otra (Cipriani et al., 1999; Dirlewanger et al., 2002; Hormaza, 2002; Yamamoto
et al., 2001), eliminando la necesidad de aislar las secuencias de microsatélites en cada
especie. Los microsatélites son actualmente los marcadores preferidos para la
identificacion molecular de las diferentes especies de plantas (Gupta y Varshney, 2000)
debido a la relativa sencillez de su aplicacion, su gran polimorfismo, codominancia y

reproducibilidad.

Una variacion de los SSR, son los ISSR (Inter Simple Sequence Repeats;
Zietkiewicz et al., 1994). Este método también utiliza las ventajas de los microsatélites,
aprovechando su abundancia, sin necesidad de tener un conocimiento preliminar de las
secuencias de estos para disefar cebadores de PCR. Los ISSRs se obtienen a partir de la
amplificacion del ADN que se encuentra entre microsatélites utilizando cebadores que
contienen una secuencia repetitiva aleatoria y unos nucledtidos degenerados o arbitrarios

que hacen que la amplificacion sea selectiva. Como resultado, el nimero de fragmentos
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amplificados es muy grande y su uso para la identificacion de genotipos puede ser muy util

(Goulao et al., 2001).

Uso de los marcadores moleculares en la identificacion varietal y estudios de similitud

genética en Prunus

En los ultimos 10 afios, los marcadores moleculares han sido ampliamente
utilizados con fines de identificacion varietal y para estudios de diversidad genética en
especies frutales (Wiinsch y Hormaza, 2002a). El desarrollo de estos marcadores para su
uso como "huellas dactilares" de los cultivares y patrones frutales mas interesantes permite
complementar la observacién fenotipica, solventando los principales inconvenientes que
esta presenta. Los marcadores moleculares de ADN permiten una exploracion directa del
genoma de cada variedad, lo que implica ventajas para la caracterizacion. El numero de
marcadores que se pueden obtener es ilimitado y la identificacion no depende del estado de
desarrollo de la planta, ni de las condiciones ambientales, lo que permite una identificacion
mas precisa y en cualquier momento del ciclo fenoldgico del arbol. Dentro de los
marcadores moleculares de ADN y debido a su rdpida y facil aplicacion, los marcadores
RAPD vy los microsatélites han sido los mas utilizados para este tipo de estudios mientras
que otros marcadores como los RFLP, AFLP o ISSR han sido utilizados en menor medida.
Dentro de las especies frutales de hueso una gran parte de estos trabajos han sido llevados
a cabo en melocotonero, mientras que el resto de especies como el almendro, el ciruelo, el

albaricoquero o el cerezo todavia no han sido analizadas tan exhaustivamente.

Los RAPDs fueron utilizados para la identificacion de genotipos de variedades
frutales principalmente en la década de los 90. En melocotonero destacan los trabajos
llevados a cabo por Warburton y Bliss (1996) y Lu et al. (1996) que, ademés de identificar
un gran numero de variedades y patrones de melocotonero respectivamente, realizaron
estudios de similitud genética de los genotipos estudiados a partir de los datos obtenidos de
los marcadores moleculares. Otros estudios similares fueron los llevados a cabo por
Bartolozzi et al. (1998) en almendro, Ortiz et al. (1997) en ciruelo, Takeda et al. (1998) en

albaricoquero y Gerlach y Stosser (1997) en cerezo.
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Mas recientemente la mayoria de trabajos realizados para la caracterizacion de
variedades frutales de hueso han sido realizados utilizando microsatélites. Asi los primeros
marcadores basados en los microsatélites desarrollados en el género Prunus fueron
identificados en melocotonero por Cipriani ef al. (1999) y, posteriormente, un gran nimero
de microsatélites han sido desarrollados en esta especie (Aranzana et al., 2002;
Dirlewanger et al., 2002; Sosinski et al., 2000; Testolin et al., 2000), mientras que un
numero muy escaso de microsatélites han sido desarrollados en el resto de especies del
género (Cantini et al., 2001). Estos microsatélites han sido utilizados con éxito no
solamente para la identificacion de variedades de melocotonero (Aranzana et al., 2003a)
sino que también han podido ser transferidos para su utilizacion en la caracterizacion
varietal de otras especies del género Prunus como el albaricoquero (Hormaza 2002), el
cerezo (Dirlewanger et al., 2002), el guindo (Cantini ef al., 2001) o especies adicionales e

hibridos interespecificos utilizados como patrones (Serrano et al., 2002; Struss et al.,

2002).

Los diferentes trabajos realizados en la identificacion varietal en especies frutales
han permitido distinguir genotipos, clarificar sinonimias, identificar variedades mal
clasificadas y establecer la similitud genética entre genotipos y su origen geografico. De
hecho la utilizacion de marcadores moleculares de ADN para la identificacion varietal es
de gran utilidad en especies frutales ya que estas se caracterizan por un gran polimorfismo
entre variedades y ningun polimorfismo entre individuos de una misma variedad debido a
su reproduccion vegetativa. Esta aplicacion de los marcadores moleculares puede ser
incluso de mayor interés para la identificacion de patrones frutales, ya que estos presentan

muy pocas diferencias morfoldgicas una vez que han sido injertados.

El establecimiento de los perfiles moleculares tipos con microsatélites es una
herramienta muy util que puede ser utilizada para una diversidad de aplicaciones
adicionales: estudios de paternidad (Buteler ef al., 2002), estudios poblacionales (Perera et
al., 2000), de dispersion de polen o semillas (Godoy y Jordano, 2001), mejora genética
asistida por marcadores (Aranzana et al., 2003b) o estudios filogenéticos (Chen et al,

2002).
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INCOMPATIBILIDAD POLEN-PISTILO

Incompatibilidad gametofitica

Los sistemas de incompatibilidad estan basados en la capacidad de la flor para
rechazar su propio polen. La mayor parte de estos sistemas se pueden clasificar en dos
tipos, incompatibilidad esporofitica o gametofitica (De Nettancourt, 2001). En la
incompatibilidad esporofitica, el fenotipo de incompatibilidad del polen estd determinado
por el genotipo de la planta productora del polen, y es caracteristico de la familia de las
Brasicaceae. En la incompatibilidad gametofitica el genotipo del grano de polen es el que
determina su fenotipo. El cerezo, como otras especies de la familia de las Roséceas,
Solanéaceas y Escrofularidceas exhibe incompatibilidad estilar gametofitica monofactorial
con multiples alelos (GSI) (de Nettancourt, 2001). La reaccion de incompatibilidad en este
sistema estd determinada por un locus (S) con multiples alelos (S.,5,....5.), y la
fecundacion sélo ocurre cuando el alelo S del genoma haploide del grano de polen es
diferente de los dos alelos S en el tejido diploide del pistilo (Crane y Lawrence, 1929).
Diferentes trabajos han confirmado que la respuesta de incompatibilidad gametofitica en el
polen y en el estilo de las Rosdceas y Solanéceas, esta determinada por genes diferentes del
mismo locus S (McCubbin y Kao, 2000). Entre estos, destacan los trabajos en los cuales se
describen mutaciones del locus S que afectan a la funcion del polen pero no del estilo o
viceversa (Sassa et al., 1997; Lewis y Crowe, 1954). Asi el término haplotipo se utiliza
para describir variantes del locus S'y el término alelo se utiliza para indicar las variantes de

un gen polimdrfico en el locus S (McCubbin y Kao, 2000).

En los afios 80 se observd que el locus S en el estilo, codifica una ribonucleasa
especifica para cada alelo S (S-RNasa) (McClure et al., 1989) y que esta proteina es
responsable del rechazo en el estilo de polen que tiene el mismo alelo S (Huang et al.,
1994; Murfett et al., 1994; Lee et al., 1994). Estudios llevados a cabo posteriormente en
especies de la familia de las Rosaceas, como el almendro (Tao et al., 1997; Ushijima et al.,
1998a), el manzano (Malus x domestica Borkh.) (Broothaerts et al., 1995; Sassa et al.,
1994), el peral Europeo (Pyrus communis) (Zuccherelli et al., 2002), el albaricoquero

Japonés (Prunus mume) (Yaegaki et al., 2001), el peral Japonés (Pyrus serotina) (Sassa et
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al., 1992, 1993; Ishimizu et al., 1998), el guindo (Yamane et al., 2001) y el cerezo (Tao et
al., 1999a), han demostrado que ribonucleasas estilares similares a las de las Solanaceas
estan involucradas en la respuesta de incompatibilidad en estas especies y que, por lo tanto,
un mecanismo similar al descrito en las Solanaceas tiene lugar en las Rosédceas para
controlar la incompatibilidad polen-pistilo. De hecho, tanto las Solaniceas y
Escrofularidceas, que pertenecen a la subclase Asteridae, como las Roséaceas, que
pertenecen a la subclase Rosidae, presentan el mecanismo de reconocimiento y rechazo de
polen basado en la ribonucleasa T2 y estudios filogenéticos demuestran que la utilizacion
de una ribonucleasa ancestral para la reaccion de incompatibilidad ocurrié antes de la

divergencia de estas tres familias (Igic y Kohn, 2001)

Asi, en la incompatibilidad gametofitica que opera en las Rosaceas, la reaccion de
incompatibilidad estd determinada por una ribonucleasa alelo-especifica que establece el
fenotipo de incompatibilidad en el estilo y un factor S expresado en el polen que establece
el fenotipo de incompatibilidad de este, pero cuya identidad todavia no ha sido confirmada.
Partiendo de lo que hoy se conoce de este sistema de incompatibilidad se cree que el factor
S del polen debe tener las siguientes caracteristicas: su gen debe estar ligado al gen de las
riboncleasas S, debe presentar diversidad alélica y debe interaccionar con la ribonucleasa S
correspondiente de una manera alelo-especifica (McCubbin y Kao, 2000). Recientemente,
un gen del locus S, que se expresa especificamente en el polen y que presenta diversidad
alélica, ha sido identificado en Escrofularidceas (Lai et al., 2002) y en Rosaceas
(Ushijima et al., 2003). El producto de este gen, denominado AASLF en Antirrhinum
(Escrofulariaceas) y SFB en almendro (Roséceas), contiene un dominio caja F y es un
solido candidato a factor S del polen (Sp). La presencia en este gen de un dominio caja F
en su extremo amino terminal sugiere que esta proteina puede tener la funcion de dirigir la
degradacion de un substrato especifico a través de una ruta de degradacion de proteinas

mediado por ubiquitinas.

Modelos de interaccion polen-pistilo en la incompatibilidad gametofitica

Aunque es sabido que la actividad ribonucleasa de las ribonucleasas S es esencial

para su funcién en la reaccion de incompatibilidad, todavia no se conoce con exactitud la
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manera precisa en que se inhibe el crecimiento de los tubos polinicos que tienen el mismo
alelo. Dos posibles modelos se han descrito para explicar la interaccion entre los factores S
del polen y del estilo para dar lugar a la reaccion de incompatibilidad (McCubbin y Kao,
2000); el modelo “receptor” y el modelo “inhibidor”. En el primero, el producto S del
polen seria una molécula receptora ligada a la pared del tubo polinico que actuaria como
un ‘guardidn’ permitiendo la entrada solamente de ribonucleasas S con el mismo alelo S.
La ribonucleasa S entraria en el citoplasma del tubo polinico degradando el ARN vy
cesando el crecimiento de este. En el modelo inhibidor, el producto S del polen seria un
inhibidor de las ribonucleasas S, de forma que todas las ribonucleasas S entrarian en el
citoplasma del tubo polinico y el producto S del polen inhibiria la actividad de todas las
que no tengan su mismo alelo. Asi la ribonucleasa con el mismo alelo no desactivada
degradaria el ARN del tubo polinico cesando asi su crecimiento. Aunque ambos modelos
son consistentes con lo que se conoce del locus S (De Nettancourt, 2001), estudios
recientes han demostrado de forma experimental que las ribonucleasas S se acumulan en el
citoplasma de los tubos polinicos independientemente del haplotipo de ambos factores,

aportando asi evidencia que apoya el modelo inhibidor (Luu ef al., 2000).

Si las proteinas caja F identificadas en Antirrhinum y almendro (Lai et al., 2002;
Ushijima et al., 2003) son el factor S del polen, la funcién de estas puede ser explicada de
acuerdo con el modelo inhibidor. La proteina caja F dirigiria la degradacién de las
ribonucleasas S con alelos diferentes al suyo propio dejando activas las ribonucleasas S con
el mismo alelo S. La pregunta por contestar es como las proteinas F-box diferencian e
interaccionan de una forma u otra con las ribonucleasas S con su mismo alelo o con alelos
diferentes. Lai et al. (2002) y Ushijima et al. (2003) proponen dos modelos diferentes; el
primero sugiere que la proteina caja F tiene una mayor afinidad por las ribonucleasas S con
alelos diferentes y una menor afinidad por las ribonucleasas S con el mismo alelo, lo que
implicaria que todas las ribonucleasas serian degradadas, pero que los tubos polinicos que
no tienen ningun alelo en comun con el tejido estilar crecen mas rapido. Ushijima et al.
(2003) sugieren que las ribonucleasas S pueden ser identificadas por un dominio de
especificidad en el extremo carboxy terminal de la proteina con caja F con el mismo alelo,
mediante el cual se unirian a esta en forma de un pseudo-substrato que no estaria destinado

hacia la degradacion. No obstante, este es un campo en ebullicién en el que se estan
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produciendo avances significativos a gran velocidad y la existencia de distintos sistemas
experimentales va a permitir la comprobacion de las distintas hipdtesis en especies

diferentes.

La incompatibilidad polen-pistilo en la mejora de cerezo

La incorporacion de la autocompatibilidad en las variedades de cerezo se ha
convertido en uno de los principales objetivos de mejora de esta especie (Brown et al.,
1996). En cerezo y otras especies frutales en las que también opera la autoincompatibilidad
floral, no se produce cuajado en ausencia de polen compatible y, como consecuencia, los
arboles de una plantacion deben ir acompafniados de arboles polinizadores que aseguren la
presencia de polen compatible. Esta situacion implica problemas de manejo para el
agricultor, que incluyen la dedicacion de espacio y recursos adicionales para los
polinizadores que ademds deben solapar con los arboles destinados a la produccion en la
época de floracion, y una produccion de frutos desigual debido a la presencia de estos
arboles polinizadores cuyo fruto normalmente no es tan deseable como el de los arboles
dedicados a la produccion. La produccion frutal con arboles autoincompatibles puede ser
ademas erratica y depende de las condiciones climaticas antes y durante la floracion, y de
la cantidad de polen producida cada afio (Free, 1960). Muchos de esos inconvenientes
pueden ser eliminados mediante el uso de variedades autocompatibles (Tehrani y Brown,

1992).

En cerezo, la aparicion de la variedad Stella y otras variedades autocompatibles
descendientes de esta han permitido el establecimiento de plantaciones monovarietales
reduciendo considerablemente los inconvenientes que presenta la necesidad de variedades
polinizadoras. Sin embargo, el creciente interés por las variedades autocompatibles y el
origen comun de las variedades autocompatibles actualmente utilizadas, hace necesario
incorporar nuevas fuentes de incompatibilidad en los programas de mejora. El estudio de
otras variedades autocompatibles de cerezo como son la variedad Cristobalina o la
variedad italiana Bonnanaro (G. Nieddu, comunicacidon personal), puede dar respuesta a

esta necesidad.
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OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es la aplicacion de tecnologias moleculares en
identificacion y mejora de cerezo. Asi, se pretende aplicar tecnologias de caracterizacion
molecular, que permitan acelerar y optimizar los métodos actuales de caracterizacion
varietal en cerezo. Al mismo tiempo, se pretende estudiar el caracter de incompatibilidad
polen-pistilo en cerezo, mediante el desarrollo de técnicas moleculares que permitan
establecer un sistema de identificacion de grupos de incompatibilidad en esta especie y la
caracterizacion de un mutante autocompatible que pueda ser usado en programas mejora.
Asi, la aplicacion de marcadores moleculares en la caracterizacion de genotipos e
incompatibilidad polen-pistilo en cerezo, permitira agilizar y mejorar el establecimiento de
protocolos de identificacién y seleccion precoz de la autocompatibilidad y su posterior

transferencia al sector productivo.

Objetivo 1. Identificacion molecular de variedades y patrones de cerezo
Establecimiento de un sistema de identificacion de variedades y patrones de cerezo
mediante la utilizacién de marcadores moleculares de ADN. Utilizacion de este método
para la identificacion los genotipos de las variedades y patrones de las colecciones de
cerezo situadas en el SIA (Zaragoza) y en Barrado (Céceres), asi como para estudiar la

similitud genética entre ellas.

Objetivo 2. Identificacion de alelos de incompatibilidad polen-pistilo

Establecimiento de un método de identificacion de alelos de incompatibilidad
polen-pistilo en cerezo mediante la técnica de PCR. Identificacion de los genotipos S de las
variedades de las colecciones de cerezo situadas en el SIA (Zaragoza) y en Barrado

(Céceres). Caracterizacion molecular de nuevos alelos de incompatibilidad.

Objetivo 3. Caracterizacion de mutante autocompatible

Caracterizacion del origen de la mutacion que otorga el cardcter de
autocompatibilidad a la variedad 'Cristobalina' para su uso posterior en programas de
mejora y para profundizar en el conocimiento de la interaccion polen-pistilo en especies

con autoincompatibilidad gametofitica.
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Este trabajo estd dividido en dos partes principales; por un lado, identificacion
varietal y estudios de similitud genética, y por otro, incompatibilidad polen-pistilo. En la
primera parte se ha estudiado el desarrollo y la aplicacion de marcadores moleculares tipo
microsatélite para la identificacion y el estudio de la similitud genética de variedades
(Capitulo 2) y patrones de cerezo (Capitulo 3) de las colecciones del SIA de Zaragoza. En
la segunda parte se ha estudiado la incompatibilidad polen-pistilo, estableciéndose un
método de identificacion de alelos S en variedades de cerezo mediante PCR (Capitulo 4) y
ambas metodologias han sido aplicadas para estudiar las variedades de cerezo del Valle del
Jerte (Capitulo 5). Los nuevos alelos de incompatibilidad identificados en las variedades de
cerezo analizadas en los Capitulos 4 y 5 han sido caracterizados mediante técnicas
moleculares para corroborar su identidad (Capitulo 6). Finalmente, para completar el
estudio de la incompatibilidad polen-pistilo en cerezo se ha llevado a cabo el estudio de un
mutante autocompatible (la variedad Cristobalina) con el objetivo de caracterizar el origen

de la mutacion que le otorga el caracter de autocompatibilidad (Capitulo 7).
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2. CARACTERIZACION MOLECULAR DE GENOTIPOS DE
CEREZO MEDIANTE LA UTILIZACION DE SSRs
DESARROLLADOS EN MELOCOTONERO'

INTRODUCCION

La identificacion de variedades ha estado basada tradicionalmente en Ia
observacion de los caracteres morfologicos. Sin embargo los marcadores moleculares
permiten una identificacion mas precisa de los genotipos vegetales y son de gran interés
para la caracterizacion de arboles frutales. Los trabajos relacionados con el uso de
marcadores moleculares para la identificacion de variedades de cerezo son escasos y
limitados al empleo de isoenzimas (Granger ef al., 1993; Beaver et al., 1995) y de RAPDs
(Gerlach y Stosser, 1997). Sin embargo, los microsatélites (SSRs; Litt y Luly, 1989; Tautz,
1989) se estan convirtiendo en los marcadores mas utilizados con fines de identificacion de
genotipos debido al gran polimorfismo que revelan y a su buena reproducibilidad (Gupta y
Varshney, 2000; Wiinsch y Hormaza, 2002a). Entre los frutales de clima templado la
mayoria de las secuencias que flanquean los microsatélites han sido clonadas y
secuenciadas en melocotonero (Aranzana et al., 2002; Cipriani et al., 1999; Sosinski et al.,
2000; Testolin et al., 2000) y manzano (Guilford et al., 1997; Gianfranceschi et al., 1998;
Hokanson et al., 1998), especies en las cuales estas secuencias han sido usadas para la
identificacion de genotipos y para el estudio de la similitud genética. El principal
inconveniente que plantea el empleo de microsatélites es la dificultad que implica su
identificacion. Sin embargo, se ha comprobado que las secuencias que flanquean los
microsatélites frecuentemente estdn conservadas entre géneros y especies (Dirlewanger et
al., 2002; Downey y lezzoni, 2000; Hormaza, 2002; Yamamoto et al., 2001). No obstante,
los estudios de transportabilidad de microsatélites entre especies frutales de clima
templado hasta ahora han incluido un numero limitado de genotipos por lo que son

necesarios trabajos a mayor escala que permitan validar su uso en las distintas especies.

'Wiinsch A, Hormaza JI. 2002. Molecular characterisation of sweet cherry (Prunus avium L.) genotypes
using peach [Prunus persica (L.) Batsch] SSR sequences. Heredity 89:56-63. (Anexo 9)
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Capitulo 1

Por lo tanto, en este capitulo se describe el analisis de 34 pares de cebadores desarrollados
en melocotonero para caracterizar y estudiar la similitud genética entre 76 genotipos de
cerezo que incluyen variedades antiguas de diversos origenes geograficos y nuevos

genotipos obtenidos en diferentes programas de mejora.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y extraccion de ADN gendémico

El ADN gendmico fue extraido de 76 genotipos de cerezo (Tabla 2.1), que se
encuentran en el Servicio de Investigacion Agroalimentaria en Zaragoza, utilizando una
version modificada (Hormaza, 2002) del protocolo de extraccion de ADN descrito por
Doyle y Doyle (1987). Debido a la baja calidad del ADN extraido de hojas recogidas en
otofio y a que las hojas frescas s6lo estan disponibles en primavera, el ADN gendmico se
extrajo de yemas en reposo recogidas entre noviembre y diciembre. E1 ADN de hojas
recogidas en primavera se compar6 con el obtenido de yemas en reposo para 10 genotipos.
Asi, para cada muestra se utilizaron de 8 a 10 yemas en reposo o 50 mg de hojas jovenes
que fueron trituradas en 400 pul tampon de extraccion (100mM Tris HCI pH 8, 1,4 M NacCl,
20mM EDTA, 2% CTAB, 1% PVP, 0.1% bisulfito de sodio) y mezcladas posteriormente
con 0,4 ul de 2-mercaptoetanol. Las muestras fueron incubadas durante 25 minutos a 65°C
y posteriormente se mezclaron con 400 ul de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y
centrifugadas a 10.000 g durante 15 minutos. El sobrenadante fue separado después de la
centrifugacion y los acidos nucleicos se precipitaron afiadiendo 240 ul de isopropanol frio.
El precipitado fue recuperado mediante un centrifugado a 13.000 g durante 5 minutos,
lavado en 400 pl de tampon de lavado (10mM acetato de amonio en etanol al 76%), secado
durante una noche y resuspendido en tampon MTE (10mM Tris HCL, 0,1mM EDTA). El
ADN extraido fue cuantificado con un espectrofotometro y diluido a una concentracion de

10 ng/ul antes de su amplificacion mediante PCR.
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Tabla 2.1. Variedades de cerezo incluidas en el estudio con los genotipos de microsatélites
obtenidos después de la amplificacion con 9 pares de cebadores (detalles de los cebadores en Tabla
2.3).

Variedad Origen* pchgmsl pchems3 pchemsS UDP96- UDP98- UPD98- UPDY98- UPD97- UPD9S-
-005 -409 -021 -022 -402 -412

Ambrunés U E 140 180/160 290 150/125 160/130 110/100  110/90 125 130
Arcina BP, F 140 180 260 150/130 130 110/100  100/90  140/125 130
Belge U, CE 190/140 180 260 150/120 130 110/100  110/90 130 130
Bing BP,US  190/140 180 260 150/120 130 110/100  110/90 130 130
Blanca de Provenza U 140 180/160  290/260 120 130 100 105/90  145/125 130/100
Brooks BP, US 140 180 290 150/120 130 110/100 90 135/125 130
Burlat U, F 140 180 290 150/130 130 110/100  100/90  130/120 130
Burlat C-1 BP, 1 140 180 290 150/130 130 110/100  100/90  130/120 130
Celeste (Sumpaca) BP,C 140 180 290 150/130 130 110/100 100 135/125 130
Chinook BP,US  190/140 180 260 150/120 130 110/100 110 145/130 130
Compact Stella BP,C 190/140 180 290/260 150/120 130 110/100  110/100 145/125 130
Coralise (Gardel) BP, F 140 180 260 150/130 130 110/100  100/90  135/125 130
Corum BP,US  190/140 180 290/260  150/120 130 110/100  110/100 135/125 140/130
Cristalina (Sumnue) BP,C 190/140 180/160 260 150/120 130 110 110/100 135/125 130
Cristobalina U,E 190/140 180 290/260 150/115 130 110/100  110/90  135/125 130
Duroni 3 (Cheleat) U, I 140 180 290/260 150/115 130 110/100  100/90 125 130
Earlise (Riverdel) BP, F 140 180 290/260 150/130 130 100 90 130/120 130
Earlystar BP, 1 190/140 180 290 150/120 130 100 100/90  145/125 130
Early Van Compact BP,C 190/140 180 290/260 150/120 130 110 100/90  135/125 130/120
Ferrovia U, 1 140 180 290/260 150/120 130 110 100 145/130  140/130
Garnet (Magar) BP, US 140 180 260 120 130 110/100  110/90 130 130
Gil Peck BP,US  190/140 180/160 260 150/120 130 110 110 145/130 130
Giorgia BP, 1 140 180 290/260  150/120 130 110 100/90 125 130/120
Hartland BP, US 140 180 260 150/120 130 110 100/90  140/130 130
Hedelfinger U, CE 140 180 290/260 150/120 130 110/100 110/100 135/125 130/100
Lambert BP,US  190/140 180/160 290/260 150/120 130 110/100 110 125 130
Lamida BP, US 140 180 260 150/120 130 110 110 145/125 130
Lapins BP,C 190/140 180 290 150/120 130 110/100  100/90  135/125 130
Larian BP,US  190/140 180 260 150/120 130 110 110/100 145/130 130
Marmotte U, F 190/140 180 290/260  150/120 130 110/100  110/100 135/125 130/100
Marvin (Niram) BP, US 140 180 290/260 120 130 110/100  100/90  130/125 130
Moreau U,F 140 180 290/260 150/115 130 100 100/90  145/125 130
Napoleon U,CE 190/140 180 260 150/120 130 110/100  110/100 135/125 130
Newstar BP,C 140 180 290/260 150/120 130 110/100 100 135/125 130/120
Pico Colorado U E 140 180/160 290/260 150/130 160/130 110/100 110 140/125 130
Pico Negro U,E 140 180/160  290/260 150/115 160/130 100 110/90  140/120 130
Precoce Bernard U,F 140 180 290/260  150/130 130 100 100/90  145/130 130
Rainier BP,US  190/140 180 290/260 120 130 110/100 90 130 130
(continua)
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Variedad Origen* pchgmsl pchems3 pchemsS UDP96- UDP98- UPD98- UPD98- UPD97- UPD9S-
-005 -409 -021 -022 -402 -412
Ramon Oliva U, F 140 180/160 290 150/130 130 100 90 120 130
Reverchon U, 1 140 180 290/260 150/115 130 110/100 100 125 130
Royalton BP,US  190/140 180 260 150/130 130 100 110/100  135/125 130
Ruby BP,US  190/140 180 260 120 130 110/100  110/90 130 130
Sam BP, C 140 180/160 290/260 150/120 130 100 110/100 145/125 130
Samba (Sumste) BP, C 190/140 180 290/260  150/120 130 110 110/90  135/130 130
Santina BP,C 190/140 180/160 290/260 150/130 130 100 110/100  135/125 130
Skeena BP, C 190 180 290/260  150/120 130 100 90 145/125 130
Somerset BP,US  190/140 180 260 150/120 130 110/100 100 135/125 130/120
Sonata (Sumleta) BP,C 190 180 290 150/120 130 100 100/90  145/125 130/120
Spalding BP,US  190/140 180 260 150/130 130 110/100 110/100 135/125 140/130
Star BP, C 190/140 180/160 260 150/120 130 110/100 110/100 135/125 130
Stark. Hardy Giant BP, US 140 180 260 150/120 130 110/100  100/90  135/125 130
Sue BP, C 140 180/160 260 150/120 130 110 110/100 135/125 140/130
Sumesi (12S.8.33) BP,C 140 180 290/260  150/120 130 110/100 110/100 145/130 130
Summit BP, C 140 180/160 290/260 150/120 130 110/100 100 125 130
Sunburst BP, C 140 180 290 150/120 130 110/100  100/90  145/130 130/120
Sweetheart BP,C 190/140 180 290/260  150/120 130 110/100  100/90  135/125 130/120
Sylvia BP, C 140 180/160 290 150/120 130 110/100 100 145/125 130
Taleguera Brillante U, E 140 180/160 290/260 150/115 130 100 100/90 135 130
Tigre U,F 140 180 290 150/115 130 110 110/90 120 130
Van BP, C 190/140 180 290/260  150/120 130 110 100/90  135/125 130/120
Van spur BP, C 190/140 180 290/260  150/120 130 110 100/90  135/125 130/120
Vega BP, C 190/140 180 260 150/130 130 110 100/90  135/125 140/130
Vic BP, C 140 180 260 150/120 130 110/100  100/90  135/125 140/130
Vignola (Duroni 2) U, I 140 180 260 150/130 130 110 100 140/125 130
Vittoria U, 1 140 180 290/260  150/130 130 110 100/90  145/130 130/120
13N.7.19 BP,C 140 180 290/260  150/120 130 110/100  100/90  135/125 130/120
13S.17.20 BP,C 190/140 180 290/260  150/120 130 110 110/90 130 130
13S.18.10 BP, C 190/140 180 290/260 150/120 130 110/100  110/100 135/125 130
13S.18.15 BP, C 190/140 180 290/260  150/120 130 110 110/100  135/125 130/120
13S.21.7 BP,C 140 180 290 150/130 130 110/100 100 135/125 130
138.27.17 BP, C 140 180 260 150/120 130 110 100/90  135/125 140/130
13S.3.13 BP, C 190/140 180 290 150/120 130 100 110/100  145/130 130
44W.11.8 BP, C 190/140 180 260 150/120 130 110 110/100 145/130 130
83703007 BP, 1 190/140 180 290 150/120 130 100 100 145/120 130
84703002 BP, 1 190/140 180 290 150/120 130 110/100  100/90  130/120 130
84704006 BP, 1 140 180 290 150/130 130 110/100  100/90  130/120 130

* U: Pedigri desconocido, BP: Programa de mejora, C: Canada, CE: Centroeuropa, F: Francia, I: Italia, E:
Espana, US: EEUU.

22



Capitulo 1

Amplificacion mediante PCR y electroforesis

El ADN extraido fue amplificado mediante PCR utilizando 34 pares de cebadores
de microsatélites desarrollados en melocotonero (Tablas 2.2 y 2.3). Las reacciones de PCR
se hicieron en un volumen de 20 pl que contiene 20 mM Tris-HCL pH 8,4, 50 mM KCl, 4
mM MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada cebador, 40 ng de ADN gendmico,
0,45 unidades de ADN Tag polimerasa (Invitrogen) y una gota de aceite mineral. Las
reacciones se hicieron en un termociclador PTC-100 (MJ Research Inc.), usando el
siguiente perfil: un ciclo inicial de 2 minutos a 94°C, 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45
segundos a 57°C y 1 minuto a 72°C, y un ciclo final de 5 minutos a 72°C. Para los
cebadores pchems1 y pchems3, la temperatura de anillamiento se redujo hasta 40°C. Los
productos de PCR se separaron mediante electroforesis en geles al 3% de agarosa
"Metaphor" (FMC Bioproducts) en tampén 1X TBE a 5 V/em, se tifieron con bromuro de
etidio y se visualizaron con luz ultravioleta. La estimacion del tamafio de las bandas se
llevo a cabo utilizando una marcador de tamafio de 10 pb (Invitrogen). Para confirmar los
resultados, los microsatélites amplificados que presentaban diferencias menores de 5 pares
de bases fueron ademds separados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE, ‘Poly Acrilamide Gel Electrophoresis’) al 10% en tampén 1X TBE, a una
corriente constante de 40 mA, tincién con bromuro de etidio y visualizacion con luz

ultravioleta.

Analisis de resultados

La heterocigosidad observada para cada locus fue calculada como el niimero de
individuos heterocigotos del numero total de individuos analizados para cada locus. Dicho
valor fue dividido por el nimero de loci analizados para calcular la media. La relacion
genética entre los genotipos fue calculada mediante un analisis de agrupamiento utilizando
el método UPGMA (‘Unweighted Pairwise Group Method’) a partir de la matriz de
similitud obtenida de la proporcion de fragmentos comunes (Nei y Li, 1979). Los
coeficientes cofenéticos de los dendogramas fueron calculados a partir de una matriz

cofenética. Todos estos calculos se efectuaron con el programa NTSYS-pc 2.02 (Exeter
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Software). La solidez de cada dendograma obtenido a partir del analisis de agrupamiento
UPGMA fue estimada mediante un analisis de ‘bootstrap’, realizando 2000 repeticiones

con el programa WinBoot (Yap y Nelson, 1996).

RESULTADOS

De los 34 pares de microsatélites utilizados, 24 (70%) de ellos dieron lugar a
amplificaciones en cerezo, de los cuales, 13 (38%) fueron polimoérficos y nueve fueron
seleccionados para la identificacion de los 76 genotipos de cerezo (Tabla 2.2 y 2.3). Un
ejemplo de la amplificacion obtenida en tres loci con los cebadores de melocotonero
utilizados, se encuentra en la Figura 2.1. No se detectaron diferencias entre los patrones de
amplificacion obtenidos entre las muestras de material fresco recogidas en primavera y las
de yemas en reposo. La electroforesis con geles de poliacrilamida no desnaturalizante
confirmé los resultados obtenidos con agarosa ‘Metaphor’, pero no reveld6 bandas
adicionales. De hecho, la electroforesis con poliacrilamida revela un mayor nimero de
artefactos y bandas escalonadas, lo cual dificulta la identificacion de los alelos de

microsatélites comparado con la electroforesis en geles de agarosa.

De los 24 pares de cebadores que amplificaron loci poli- o monomorficos, 11
(45%) de ellos amplificaron alelos en el mismo rango de tamafio que los descritos en
melocotonero para los mismos pares de cebadores (Tablas 2.2 y 2.3). Cuatro de los 13 loci
polimorficos fueron desechados (pchemsl, UPD98-024, UPD98-410) porque las
diferencias entre las bandas eran demasiado pequeias para diferenciarlas con precision
mediante electroforesis en geles de agarosa, o porque los patrones de bandas eran
demasiado complejos (UPD98-411) para identificar un tUnico locus. Tres pares de
cebadores (pchms3, UPD98-409, UPD98-412) amplificaron alelos comunes para todos los
genotipos analizados. El nimero de alelos por locus oscil6 entre 2 y 7, en un rango de 90 a
290 pb. La heterocigosidad oscild entre 0,04 y 0,94 para los locus UPD98-409 y UPD96-
005 respectivamente, mientras que la heterocigosidad media fue de 0,49. La
heterocigosidad para las 23 variedades mas antiguas o de pedigri desconocido fue de 0,49,

mientras que la heterocigosidad para los restantes 53 genotipos fue de 0,47.
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Tabla 2.2. Microsatélites que no amplificaron loci polimorficos o puntuables en los genotipos de

CCrezo.

Locus Referencia Estructura de la Rango de
repeticion en tamafios*
melocotonero (pb.)

pchemsl Sosinski et al. (2000) (CA)y(TA)14(GA)13 130-190

UPD98-024 Testolin et al. (2000) (GT) s, TC(TG), 70-80

UPD98-411 Testolin et al. (2000) (TC)y6 150-190

UPD98-410 Testolin et al. (2000) (AG)y3 130-160

pchgms2 Sosinski et al. (2000) (CT)yy 135 n.p.

pchgms3 Sosinski et al. (2000) (CT)14 190 n.p.

pchgms4 Sosinski et al. (2000) (CT)y 150 n.p.

Pchcms2 Sosinski et al. (2000) (CA) 90 n.p.

UDP96-003 Cipriani et al. (1999) (CT)11(CA)28 85 n.p.

UDP96-008 Cipriani et al. (1999) (CA)2; 135-155 n.p.

UDP96-018 Cipriani et al. (1999) (AC)y; 265 n.p.

UDP96-019 Cipriani et al. (1999) (TG)13(AG), 320 n.p.

UDP98-405 Cipriani ef al. (1999) (AG) 105 n.p.

UDP98-406 Cipriani et al. (1999) (AG);s 395 n.p.

UPD98-025 Testolin et al. (2000) (CA) o 70-95 n.p.

UPD98-407 Cipriani et al. (1999) (GA)y n.a.

UPD98-416 Testolin et al. (2000) (AG)5 n.a.

UDP96-001 Cipriani et al. (1999) (CA); n.a.

UDP97-403 Cipriani et al. (1999) (AG), n.a

UPD9%6-010 Cipriani et al. (1999)  (GT),1(GAGT)4(GA) s n.a

UPD9%6-013 Cipriani et al. (1999)  (AG)(TG)sTT(TG)y n.a

UPD96-015 Cipriani et al. (1999) (CA)3; n.a

UPD97-401 Cipriani et al. (1999) (GA)9 n.a

UPD98-408 Cipriani et al. (1999) (CT)14 n.a

UPD98-414 Testolin et al. (2000) (TC)a4 n.a

*n.p.: no hubo polimorfismo; n.a.: no hubo amplificaciéon
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Tabla 2.3. Microsatélites utilizados para la identificacion de los genotipos de cerezo.

Locus Estructura de la Tamaiio Tamafio  Nr.de Nr. de H
repeticion en del del alelos en  alelos en
melocotonero producto  producto melocot. cerezo

en en cerezo.
melocot. (pb.)
(pb.)
pchgmsl1® (AC)12(AT)g 194 140-190 4 2 0.43
pchems3? (Cho 220 160-180 2 2 0.21
pchems5® (CA)y(TA)s 246 260-290 3 2 0.47
UDP96-005"  (AC);,TG(CT), 155 120-150 4 5 0.94
CA(CT)yy
UDP98-409" (AG)y9 129 130-160 5 2 0.04
UPD98-021° (GA)n(CA), 145 100-110 2 2 0.52
UPD98-022° (TG)12(AG)24 139 90-110 5 4 0.75
UPD97-402° (AG)y; 136 120-150 3 7 0.81
UPD98-412°¢ (AG)y 129 100-140 5 4 0.25

* Sosinski ez al. (2000). ° Cipriani ez al. (1999). © Testolin et al. (2000).

Los genotipos para los cuales se amplificd un tnico fragmento fueron considerados
homocigotos para ese locus (Callen et al, 1993). La herencia de los microsatélites fue
revisada para los genotipos cuyo pedigri es conocido y cuyos genotipos parentales estaban
presentes en nuestra coleccion. En todos los casos las bandas presentes en la descendencia
estaban presentes en al menos uno de los genotipos parentales. Con los pares de cebadores
UPD98-409, UPD98-412, UPD97-402 y UDP98-022 se amplificaron alelos tinicos para
alguna variedad. Asi todos los genotipos analizados presentan un alelo de 130 pb con el par
de cebadores UPD98-409 y s6lo ‘Ambrunés’, ‘Pico Negro’ y ‘Pico Colorado’ presentan
una segunda banda de 160 pb. Asimismo, las variedades ‘Marmotte’, ‘Hedelfingen’ y
‘Blanca de Provenza’ comparten un alelo distinto del resto con el par de cebadores
UPDO98-412. Generalmente las variedades mas antiguas como ‘Burlat’, ‘Marmotte’ o
‘Hedelfinger’, y las variedades locales espaiolas fueron las que contribuyeron en mayor

medida a la presencia de alelos poco frecuentes.
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Figura 2.1. Fragmentos de amplificacion obtenidos utilizando los cebadores de los loci de
microsatélites de melcotonero ‘pchcms5’ (a), ‘pchems3’ (b) y UPD96-005 (c), en 18 (a,b) y 15 (¢)
variedades de cerezo analizadas.

—
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La combinacion de los nueve cebadores seleccionados y de los 27 alelos
polimorficos resultantes permitieron distinguir inequivocamente 72 (94%) genotipos. El
analisis de agrupamiento reveld varios dendogramas posibles, de los cuales el de mayor
correlacion cofenética (0,66) se muestra en la Figura 2.2. Como era esperado los genotipos
derivados de mutaciones no se pudieron distinguir de los genotipos originales (‘Van Spur’
y ‘Early Van Compact’ de ‘Van’, y ‘Burlat C1’ de ‘Burlat’). Los otros genotipos que no se
pudieron distinguir son dos pares de genotipos que tienen un pedigri muy similar (‘Celeste’
y ‘13S.21.7°, y ‘Burlat’ y ‘84704006’). La mayoria de los genotipos obtenidos en el
mismos programa de mejora y/o que comparten parentales se agruparon juntos en el

dendograma (Figura 2.2).

Debido a que la mayoria de los genotipos introducidos recientemente como
resultado de distintos programas de mejora comparten genotipos parentales, se llevo a cabo
un andlisis de agrupamiento con los 23 genotipos que no proceden de recientes programas
de mejora. Estos genotipos incluyen las variedades antiguas de origen desconocido y los
parentales de mejora que proceden directamente de otras variedades antiguas. En este
analisis se obtuvo un unico dendograma con una correlacion cofenética de 0,70 (Figura
2.3). En este dendograma las 23 variedades se agruparon en dos grupos principales, que
separan los genotipos originados en el norte de Europa y Norteamérica de aquellos que son

originarios del sur de Europa.

DISCUSION

En este capitulo se describe la caracterizacion genotipica de 72 variedades de
cerezo utilizando los 27 marcadores tipo SSR obtenidos a partir de nueve pares de
cebadores desarrollados en melocotonero. Los resultados confirman la eficacia de los
marcadores tipo microsatélite con fines de identificacion varietal. Ademas, los resultados
también demuestran que los microsatélites estan muy conservados entre melocotonero y
cerezo, lo cual permite utilizar los mismos cebadores de SSR para detectar variacion intra-
especifica en especies relacionadas, aunque la capacidad para amplificar loci y detectar

polimorfismo de los mismos cebadores, normalmente decrece cuando la distancia genética

29



Capitulo 1

aumenta (Steinkellner et al., 1997; White y Powell, 1997; Maguire et al., 2000; Roa et al.,
2000).

El hecho de que ambas fuentes de ADN, tanto las hojas como las yemas en reposo,
producen ADN de suficiente calidad para la amplificacion de microsatélites, permite llevar
a cabo la caracterizacion de material vegetal en cualquier momento del afio. La deteccion
de los SSR mediante electroforesis en geles de poliacrilamida complica la identificacion de
los alelos principalmente por la presencia de los patrones de bandas escalonadas (‘stutter’)
sin mejorar significativamente la resolucion que se obtiene con agarosa de alta resolucion.
Ademas la utilizaciéon de PAGE consume mas tiempo y es mas toxica que la electroforesis
en geles de agarosa. Aunque un sistema automatico de deteccion seria capaz de resolver la
variacion alélica con mas precision y, como consecuencia, el numero de alelos detectados
seria mayor que el descrito en este trabajo, para el analisis rutinario de genotipos utilizando
SSR, la electroforesis con geles de agarosa es un método conveniente (Morgante et al.,

2001).

En este trabajo se ha obtenido amplificacidon en cerezo con 24 de los 34 (73%)
microsatélites de melocotonero analizados, de los que 13 (38%) fueron polimorficos. Esta
eficiencia es menor que la descrita recientemente para albaricoquero, donde el 88% de los
microsatélites de melocotonero amplificaron loci, mientras que el 54% de ellos fueron
polimorficos (Hormaza, 2002). Una probable explicacion de estas diferencias puede
deberse a las distintas posiciones del albaricoquero y del cerezo respecto al melocotonero
en la filogenia del género Prunus. Asi, estudios morfoldgicos (Westwood, 1993) apoyados
también por estudios de la variacion del ADN de cloroplastos (cpDNA) (Badenes y Parfitt,
1995) y de proteinas (Bortiri et al., 2002) clasifican a las especies del género Prunus en
cinco subgéneros (Prunophora, Amygdalus, Cerasus, Padus y Laurocerasus). Las
principales especies cultivadas de Prunus pertenecen a tres de ellos: Amygdalus
(melocotonero y almendro), Prunophora (ciruelo y albaricoquero) y Cerasus (guindos y
cerezos). Los estudios del ADN de cloroplastos (Badenes y Parfitt, 1995) confirman la
hipotesis (Watkins, 1976) de que los cerezos son genéticamente mas distantes del
melocotonero que el albaricoquero, dado que las especies del actual subgénero Cerasus se

separaron antes que los otros dos subgéneros de las especies ancestrales de Prunus.
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La heterocigosidad observada media de los loci polimorficos para el grupo de
genotipos de cerezo analizado es 0,49, y varia entre 0,04 y 0,94. Aunque el cerezo es una
especie alogama, la heterocigosidad descrita es similar a la descrita para otras especies de
Prunus incluido el melocotonero (0,45, Sosinski et al., 2000; 0,47, Testolin et al., 2000) y
el albaricoquero (0,51, Hormaza, 2002) utilizando marcadores SSR. Un bajo polimorfismo
ha sido también detectado en cerezo por Stockinger et al. (1996) y Gerlach y Stosser
(1997), usando marcadores RAPD, y por Boskovic y Tobutt (1998) y Beaver et al. (1995)
con isoenzimas, lo cual probablemente refleja una estrecha base genética del germoplasma

de cerezo.

Ni la variedad ‘Burlat C1°, una mutacion de ‘Burlat’, ni ‘Van Spur’ o ‘Early Van
Compact’, ambas mutaciones de ‘Van’, pudieron ser diferenciadas de ‘Burlat’ o ‘Van’,
respectivamente. La imposibilidad de diferenciar mutantes que difieren del genotipo
original en uno o unos pocos genes era de esperar dada la naturaleza de los SSR, ya que es
altamente improbable que los microsatélites amplificados correspondan a la zona de ADN
mutada, cuando han sido aislados aleatoriamente de todo el genoma. El caso de los otros
de pares de genotipos que no se pudieron distinguir, ‘Celeste’ y ‘13S.21.7°, y ‘84704006’ y
‘Burlat’, se puede explicar con la informacion disponible que describe su pedigri. ‘Celeste’
y ‘13S.21.7° se originaron del cruce de ‘Van’ y ‘Newstar’, y ‘84704006’ desciende del
cruce de ‘Burlat’ y ‘Sunburst’. En el primer caso, los dos genotipos parece que han
heredado los mismos alelos para los loci analizados, y en el segundo, la segregacion de los
alelos ha resultado en el mismo perfil de bandas que el parental ‘Burlat’. El uso de un
mayor nimero de SSR recientemente desarrollados en Prunus (Aranzana et al., 2002,
Cantini et al., 2001; Downey y lezzoni, 2000; Dirlewanger et al., 2002) puede permitir

discriminar entre los genotipos mas relacionados genéticamente.
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Capitulo 1

Figura 2.2. Dendograma de 76 variedades de cerezo incluidas en el estudio basado en un analisis
de agrupamiento UPGMA utilizando la matriz de similitud generada con el coeficiente de Nei y Li

después de la amplificacion con 9 pares de microsatélites.
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El hecho de que varios de los genotipos analizados tengan parentales o antepasados

comunes da lugar a la generacion de distintos dendogramas posibles, por lo que estos se
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clasificaron de acuerdo con su coeficiente de correlacion cofenética. El dendograma que
presenta un mayor valor de dicho coeficiente ilustra la identificacion de los genotipos
estudiados y los agrupa de acuerdo con su pedigri (Figura 2.2). Sin embargo, una mejor
representacion de las relaciones de similitud se obtiene cuando el andlisis se realiza
unicamente con los 23 genotipos que incluyen las variedades mas antiguas de origen
desconocido y los parentales de mejora que derivan directamente de otros cultivares
antiguos (Figura 2.3). En este caso, s6lo se obtiene un dendograma posible mediante el
analisis UPGMA aunque la escasez de marcadores disponibles resulte en un bajo valor
cofenético y de andlisis de ‘bootstrap’. Es de preveer que esta situacion cambiard

probablemente cuando otros SSR desarrollados en Prunus sean analizados en cerezo.

Este dendograma agrupa las 23 variedades en dos grupos principales de acuerdo
con su area geografica de origen y su area de cultivo, lo que probablemente refleja la
seleccion local de los mejores genotipos. Un grupo contiene genotipos del Sur de Europa y
el otro contiene variedades que principalmente se originaron en el Norte y Centro de
Europa o en Norteamérica pero que derivan de antiguos genotipos del Norte de Europa. La
variedad ‘Blanca de Provenza’, que es la unica de la coleccién estudiada que produce
cerezas con la pulpa y piel de color crema-amarillo, aparece separada de los dos grupos
junto con la variedad italiana ‘Vignola’. Es interesante resaltar que dentro del grupo que
comprende las variedades del Sur de Europa, las variedades analizadas originarias de la
region Espafiola de Extremadura (‘Ambrunés’, ‘Pico Negro’ y ‘Pico Colorado’), se
agrupan juntas. Otro subgrupo estd formado por algunas variedades francesas (‘Precoce
Bernard’, ‘Moreau’, y ‘Burlat’), que se obtuvieron en la region francesa del Rédano entre
finales del siglo XIX y principios del XX (Hedrick et al., 1915; Societ¢ Pomologique de
France, 1927, 1947). La variedad ‘Ramon Oliva’, que se agrupa cercana a las tres
variedades francesas, aunque a veces se ha descrito que es de origen espafol (Bargioni,
1996), parece que proviene de la region de Angers en Francia (Hedrick et al., 1915).
‘Duroni 3’ y ‘Reverchon’, que se agrupan cercanas entre si, fueron ambas llevadas a
Francia desde Italia (Ctifl, 1990; Bargioni, 1996), mientras que ‘Taleguera Brillante’,
‘Cristobalina’ y ‘Tigre’ tienen un origen incierto. Se cree que ‘Tigre’ procede también de
Francia (Societ¢ Pomologique de France, 1927), mientras que ‘Cristobalina’, originaria del

Este de Espafia, es morfologicamente diferente y geograficamente separada del resto de las
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variedades espafiolas analizadas. De hecho es una variedad autocompatible (Hugard, 1978)

y la que presenta la floracion mas temprana de todas las estudiadas.

El segundo grupo principal incluye las variedades del norte y centro de Europa
como ‘Marmotte’ (Norte de Francia), ‘Napoleon’ (Centro Europa) y ‘Hedelfinger’ (Centro
de Europa, probablemente de Alemania) y otras variedades mas recientes originadas en el
norte de América o Europa pero derivadas de variedades del norte de Europa: ‘Star’ de la
polinizacion libre de ‘Deacon’, ‘Sam’ de la polinizacién abierta de una semilla de
‘Windsor’ (encontrado en Ontario, Canada), ‘Bing’ de una semilla de ‘Republican’ (a su
vez, probablemente una semilla de Napoleon) y “Van’ de polinizacion libre de ‘Empress
Eugenie’ (Norte de Francia) (Hedrick ef al., 1915; Societ¢ Pomologique de France, 1924;
Ctifl, 1990; Bargioni, 1996; Brooks y Olmo, 1952, 1997). Una variedad del sur de Europa,
‘Ferrovia’, concretamente de la region italiana de Bari, también se encuentra en este

subgrupo.

Figura 2.3. Dendograma de 23 variedades de cerezo antiguas o derivadas directamente de
variedades tradicionales basado en un andlisis de agrupamiento UPGMA utilizando la matriz de
similitud generada con el coeficiente de Nei y Li después de la amplificacion con 9 pares de

microsatélites.
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3. CARACTERIZACION MOLECULAR DE PATRONES DE CEREZO
MEDIANTE MICROSATELITES

INTRODUCCION

Tradicionalmente los patrones frutales han sido obtenidos a partir de semillas de la
misma especie que la variedad, pero actualmente la pomologia moderna demanda un
desarrollo continuo de nuevos patrones clonales para poder satisfacer las necesidades de
uniformidad y control del tamafio de los arboles. Como consecuencia, la disponibilidad de
métodos de identificacion fiables es cada vez mas necesaria. Sin embargo, el proceso de
identificacion de los patrones utilizando los métodos de caracterizacion tradicionales es
ain mas complicado que el de las variedades debido a la ausencia de caracteres fenotipicos
descriptivos una vez que el patron ha sido injertado. Aunque el uso de marcadores de ADN
puede optimizar en gran medida este proceso, hay escasos ejemplos de la aplicacion de
marcadores moleculares para la identificacion de patrones frutales y la mayoria de ellos
han sido llevados a cabo con marcadores RAPD (revisado en Serrano et al., 2002). Por
ello, en este capitulo se describe la posibilidad de utilizar marcadores microsatélites para la

identificacion molecular de patrones de cerezo.

La mayoria de los patrones de cerezo comerciales disponibles actualmente
pertenecen o son cruces interespecificos de tres especies de Prunus: P. avium, P. mahaleb
y P. cerasus. Con el objetivo de encontrar loci de microsatélites que estén conservados en
las especies usadas como patrones de cerezo, en este trabajo se ha utilizado un grupo de
nueve cebadores de SSR seleccionados para identificar 17 genotipos representativos de la
diversidad actual de patrones para esta especie que comprenden varias especies e hibridos
interespecificos. Los genotipos estudiados incluyen las especies P. avium, P. cerasifera, P.
cerasus, P. mahaleb, y los hibridos interespecificos P. mahaleb x P. avium, P. avium x P.

pseudocerasus, and P. cerasus x P. canescens.
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MATERIALES Y METODOS

El ADN de 17 patrones de cerezo (Tabla 3.1) que se encuentran en las fincas del
Servicio de Investigacion Agroalimentaria en Zaragoza se extrajo siguiendo el protocolo
descrito en el capitulo anterior. La reaccion de PCR se llevo a cabo utilizando nueve
cebadores de microsatélite seleccionados (Tabla 3.2) y desarrollados en melocotonero
(Aranzana et al., 2002; Cipriani et al., 1999; Sosinski et al., 2000; Testolin et al., 2000). La
amplificacion mediante PCR, la electroforesis en geles de agarosa y los estudios de
similitud genética se llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito en el capitulo anterior

(Wiinsch y Hormaza, 2002b).

Tabla 3.1. Patrones de cerezo incluidos en el estudio.

Patrén Especie Origen
Santa Lucia 64 P. mahaleb INRA, Burdeos (Francia)
Santa Lucia 405 P. mahaleb INRA, Burdeos (Francia)
Colt P. avium x P.pseudocerasus East Malling, (Reino Unido)
Pontaris P. avium INRA, Burdeos (Francia)
Pontavium P. avium INRA, Burdeos (Francia)
Masto Montafiana P. cerasus SIA, Zaragoza (Espafia)
F12/1 P. avium East Malling (Reino Unido)
Masto San Juan P. cerasus SIA, Zaragoza (Espafia)
Masto Villamayor P. cerasus SIA, Zaragoza (Espafia)
Cab 6P P. cerasus Bolonia (Italia)
Cab 11E P. cerasus Bolonia (Italia)
San Adrian 5 P. cerasifera SIA, Zaragoza (Espaiia)
San Adrian 4 P. cerasifera SIA, Zaragoza (Espaiia)
Maxma 14 P. mahaleb x P. avium Oregon (EEUU)
Maxma 97 P. mahaleb x P. avium Oregon (EEUU)
Stockton Morello P. cerasus Illinois (EEUU)
Gisela 6 P. cerasus x P. canescens Giessen (Alemania)
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Tabla 3.2. Microsatélites utilizados para la identificacion de los genotipos.

Locus Nr. alelos Rango (pb.) Referencia
pchgms1 10 130-200 Sosinski ef al. 2000
pchemsS 5 240-290 Sosinski et al. 2000
UDP96-005 7 110-150 Cipriani et al. 1999
UPD97-402 5 120-160 Cipriani ef al. 1999
UPD98-021 4 100-120 Testolin et al. 2000
UPD98-022 8 80-170 Testolin et al. 2000
UDP98-409 9 120-165 Cipriani ef al. 1999
UPD98-412 8 90-140 Testolin et al. 2000

CPPCT-6 6 180-210 Aranzana et al. 2002

RESULTADOS Y DISCUSION

Los nueve loci microsatelite utilizados en este estudio fueron seleccionados debido
a su polimorfismo entre variedades de cerezo (ver Capitulo 2; Wiinsch y Hormaza, 2002b),
y todos ellos amplificaron loci polimodrficos entre las especies e hibridos interespecificos
analizados. Un ejemplo de la amplificacion y resolucion obtenida con el cebador

‘pchems5’, después de la electroforesis en un gel de agarosa se puede ver en la Figura 3.1.

Los nueve pares de cebadores amplificaron un total de 62 alelos (Tabla 3.2) que
han permitido identificar 15 genotipos unicos de los 17 genotipos analizados. No fue
posible diferenciar los dos genotipos de la serie ‘M x M’, Maxma Delbard 14 (Brokforest)
y Maxma Delbard 97 (Brokgrove), y dos selecciones de P. cerasus (Masto de Montafana y
Masto de San Juan). Estos resultados no son inesperados puesto que los dos genotipos
‘Maxma’, proceden de semillas de la polinizacion libre de P. mahaleb, por lo que son
genéticamente muy proximos, y los otros dos genotipos de P. cerasus fueron recolectados
en la misma localidad. El analisis de agrupamiento (Figura 3.2), agrup6 a los genotipos de
acuerdo a su clasificacion taxondémica, con un grupo principal que incluye todos los
genotipos de P.avium o P. cerasus, separado de otros dos grupos menores que contienen

los genotipos de P. mahaleb y P. cerasifera .
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Figura 3.1. Fragmentos de amplificacion obtenidos con el locus de melocotonero pchcms5 en 18
patrones de cerezo.

Los resultados confirman la eficacia de los SSR para la identificacion de genotipos
y demuestran la posibilidad transportar secuencias de microsatélites en el genero Prunus,
lo cual probablemente indica que la distancia genética entre la mayoria de las especies del
género es pequefia (Serrano et al., 2002). Ello permite el uso de los microsatélites de
Prunus actualmente disponibles, principalmente de melocotonero, para la identificacion
molecular de genotipos que pertenecen a otras especies del género, eliminando la

necesidad de desarrollar microsatélites para cada especie.

La posibilidad de discriminar ente los diferentes patrones analizados tiene
consecuencias practicas importantes para un control eficiente de la propagacion de
patrones, puesto que actualmente es practicamente imposible distinguir entre los patrones
una vez han sido injertados debido a la ausencia de caracteres fenotipicos. Ya que los
patrones se propagan vegetativamente, el uso de marcadores moleculares como los SSR
pueden ser incorporados en los procesos de propagacion, para asegurar la identidad
correcta del material. Es mas, la aplicacion de estos marcadores para estudios de similitud
genética sera de gran utilidad para los mejoradores de patrones para maximizar la

diversidad a la hora de elegir parentales para realizar los cruczamientos.
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Figura 3.2. Dendograma de 17 patrones de cerezo incluidos en el estudio basado en un
agrupamiento UPGMA de los datos de similitud.
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4. IDENTIFICACION DE LA CONSTITUCION ALELICA DEL
LOCUS S DE VARIEDADES DE CEREZO MEDIANTE PCR

INTRODUCCION

La mayoria de las variedades de cerezo son autoincompatibles y muchas de ellas
son también interincompatibles (Crane y Lawrence, 1929). El mecanismo de
incompatibilidad polen-pistilo en cerezo y otras especies frutales en las que opera la
incompatibilidad gametofitica implica que el cuajado dependa de la disponibilidad de
polen compatible. Como consecuencia, el conocimiento de la constitucion alélica S y la
asignacion de las variedades a los distintos grupos de incompatibilidad es esencial para el
establecimiento de plantaciones productivas de cerezo y para desarrollar de manera

eficiente programas de mejora en esta especie.

Tradicionalmente, las relaciones de compatibilidad entre variedades y la asignaciéon
de estas a los distintos grupos de incompatibilidad se ha llevado a cabo mediante ensayos
de polinizacién y la observacion de tubos polinicos con el microscopio (Linskens y Esser,
1975). Sin embargo, a partir del aislamiento y caracterizacién de las ribonucleasas S de
almendro (Tao et al., 1997), manzano (Broothaerts et al., 1995; Sassa et al., 1994), peral
Japonés (Sassa et al., 1993; Ishimizu et al., 1998) y cerezo (Tao et al., 1999a), se han
desarrollado métodos moleculares y bioquimicos para llevar a cabo la identificacion de los
alelos S'y la asignacion en grupos de incompatibilidad de las diferentes variedades de estas
especies frutales. Asi, en manzano, la identificacion de alelos S se ha llevado a cabo
utilizando analisis de proteinas (Boskovi¢ y Tobutt, 1999) y mediante PCR utilizando
cebadores especificos para cada alelo en combinacion con digestiones de restriccion
(Janssens et al., 1995). En almendro otro método de identificacion de alelos S esta basado
en andlisis mediante PCR con cebadores alelo-especificos (Tamura ef al., 2000), mientras
que en peral Japonés se ha utilizado PCR pero con cebadores disefiados en las zonas
conservadas de las ribonucleasas, combinado con digestiones de restriccion (Ishimizu et

al., 1999).
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En cerezo se han identificado hasta el momento 20 alelos S y 22 grupos de
incompatibilidad utilizando diferentes métodos (Tobutt et al, 2001). Como en otras
especies que presentan GSI, inicialmente la asignacion de las variedades de cerezo a los
grupos de incompatibilidad se realiz6 mediante ensayos de cruzamientos (Crane y Brown,
1937; Matthews y Dow, 1969; Tehrani y Brown, 1992). Posteriormente, la identificacion
de alelos S se ha llevado a cabo mediante la separacion de extractos de proteinas estilares
utilizando isoelectroenfoque y tincion para actividad ribonucleasa (Boskovi¢ y Tobutt,
1996, 2001). El reciente aislamiento de las secuencias de cDNA de varias ribonucleasas S
de cerezo (Sonneveld et al., 2001; Tao et al., 1999a; Wiersma et al., 2001) ha permitido
identificar los alelos S mediante PCR, ya sea utilizando cebadores de zonas conservadas
(Tao et al., 1999a; Wiersma et al., 2001) o cebadores especificos para cada alelo
(Sonneveld et al., 2001), mediante PCR-RFLPs (Yamane et al., 2000) o mediante RFLPs
(Hauck et al., 2001). Por otra parte, el aislamiento del ADN gendmico de varias
ribonucleasas S de cerezo (Tao et al., 1999b; Wiersma et al., 2001; Yamane et al., 2000)
ha revelado que los dos intrones que se encuentran en la secuencia de cada ribonucleasa de
cerezo tienen un tamafo diferente para cada alelo. Esta variabilidad en el tamano de los
intrones es la base para la identificacién de alelos S de cerezo mediante PCR utilizando
cebadores conservados, ya que estos cebadores abarcan el primer o el segundo intrén o
ambos amplificando asi fragmentos de diferente tamano para cada alelo (Tao et al., 1999a;

Wiersma et al., 2001).

En este capitulo se describe la utilizacion de la técnica de PCR combinando
diferentes cebadores de las zonas conservadas de las ribonucleasas de cerezo para
identificar los alelos § de 71 variedades de cerezo que incluyen 26 variedades cuyo
genotipo S no ha sido descrito previamente y para compilar las bases de un sistema de

identificacion de alelos S en cerezo mediante PCR.

42



Capitulo 4

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las variedades de cerezo ‘Summit’ (S;S,), ‘Bing’ (S:;S,), ‘Hedelfingen’ (S;S5),
‘Hartland’ (S3S5), ‘Burlat’ (S3S9), ‘Charger’ (S;S7), ‘Orleans 171" (S;0S;;), ‘Schneiders’
(83872) v ‘Noble’ (S65;3) cuyo genotipo S es conocido, fueron seleccionadas como
variedades control para establecer el tamafio amplificado mediante PCR para cada una de
sus correspondientes ribonucleasas S. Estas variedades pertenecen a diferentes grupos de
incompatibilidad que han sido confirmados en diferentes trabajos (Boskovi¢ y Tobutt
1996, 2001; Matthews y Dow, 1969; Sonneveld et al., 2001; Tehrani y Brown, 1992;
Wiersma et al., 2001) y su constitucion alélica S contiene los diferentes alelos que han sido
descritos en cerezo. Utilizando los mismos cebadores de PCR se analizd el genotipo S de
otras 62 variedades de cerezo (Tabla 4.1). El material vegetal analizado fue recogido de los
campos experimentales del Servicio de Investigacion Agroalimentaria, de la Diputacion
General de Aragon en Zaragoza. Cuatro variedades que fueron utilizadas como variedades
de referencia (‘Charger’, ‘Orleans 171°, ‘Schneiders’ y ‘Noble’) fueron cedidas por K.
Tobutt (HRI, East Malling). La nomenclatura S utilizada en este trabajo es la definida por
Tobutt et al. (2001).

Extraccion de ADN genomico y amplificacion de alelos S mediante PCR

El ADN gendmico de cada variedad fue extraido siguiendo el protocolo descrito en
el Capitulo 2 utilizando hojas jovenes o yemas en reposo como material de partida. Los
alelos S de cada variedad fueron identificados mediante PCR utilizando los pares de
cebadores PruT2-PruC4R, PruC2-PruC4R (Tao et al., 1999a) y SI31-SI32, SI19-SI120
(Wiersma et al., 2001), y las combinaciones adicionales SI31-SI120, PruC2-S120, SI19-
PruC4R y PruT2-SI32. Ademas se utilizd otro cebador nuevo (C5Rev; 5’ a 3’:
TACCACTTCATGTAACAA) disefiado en la zona conservada C5 de las ribonucleasas S
de cerezo, a partir de la alineacion de las secuencias de ADN de 10 ribonucleasas (ver

Capitulo 6). Un cebador similar fue disefiado por Tao et al. (1999a) a partir del dominio C5
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de las ribonucleasas de Solanaceas. El cebador C5Rev se utilizd en combinacidn con el

cebador PruC2 (Tabla 4.2).

La amplificaciéon mediante PCR se llevé a cabo en un volumen de 20 pl constituido
por 20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, 0,1 mM de cada dNTP, 0,2 uM
de cada cebador, 40 ng ADN gen6émico y 0,45 unidades de ADN 7ag polimerasa
(Invitrogen), utilizando el siguiente programa de temperaturas: un ciclo inicial de 94°C
durante 3 minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 56°C y 2 minutos
a 72°C, y un ultimo ciclo de 7 minutos a 72°C. Los productos de la amplificacion se
analizaron en geles de agarosa al 1,7% con TBE, se tifieron con bromuro de etidio y se
visualizaron con luz ultravioleta utilizando el marcador de tamano 1Kb (Invitrogen).
Debido al menor tamano de los productos de amplificaciéon obtenidos con el par de
cebadores PruT2-SI32, el andlisis de estos se llevd a cabo utilizando el protocolo anterior
pero la electroforesis se realizd en agarosa de alta resolucion (Metaphor, Bioproducts) al

2%.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se describe la utilizacién de la técnica de PCR con cebadores
derivados de las zonas conservadas de las ribonucleasas S de cerezo para identificar el
genotipo S de distintas variedades de esta especie. Los tamafios de los fragmentos
obtenidos para los diferentes alelos utilizando las diferentes combinaciones de pares de
cebadores en las variedades de referencia (Tabla 4.2) fueron empleados como control para
identificar el genotipo S del resto de variedades analizadas. Utilizando este método ha sido
posible identificar los alelos S y sus correspondientes grupos de incompatibilidad de 26
variedades cuyo genotipo S no habia sido descrito previamente y confirmar la constitucion
alélica S de otras 36 variedades adicionales (Tabla 4.1). Ademas ha sido posible identificar

4 posibles nuevos alelos de incompatibilidad en cerezo.

La amplificacion de los diferentes alelos utilizando las combinaciones de los cuatro

cebadores ‘forward’ (PruT2, PruC2, SI19, SI31) y los cuatro cebadores ‘reverse’ (PruC4R,
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SI-20, SI-32, C5Rev) reveld que las combinaciones mas ttiles para la identificacion de los
alelos S de cerezo utilizando las condiciones de PCR descritas son PruT2-SI32, PruC2-
PruC4R, PruT2-PruC4R, SI19-S120 y PruC2-C5Rev (Figuras 4.1, 4.2 y 4.3). Asimismo se
observo que, aunque PruT2 y SI31 corresponden a la misma secuencia, la amplificacion
fue mas eficiente utilizando PruT2 que utilizando SI31, ya fuera en combinacion con SI120
o con SI32, probablemente debido a que SI31 es un cebador degenerado. También se
observo que el par mas util es PruT2-SI32 ya que es el unico par de cebadores que
amplifica todos los alelos S (Tabla 4.2). Sin embargo, aunque se obtiene una buena
resolucion utilizando geles de agarosa estandar al 2%, debido al tamaio de los fragmentos
que varian aproximadamente entre 400 y 550 pares de bases, se obtiene una mejor
resolucion utilizando geles de agarosa de alta resolucion a la misma concentracion (Figura
4.2). Este par de cebadores, PruT2-SI32, es también de gran utilidad para la identificacion
de alelos de gran tamafio, como S, que, normalmente, son mas dificiles de amplificar con

otras combinaciones de pares como PruT2-PruC4R (2498 pb) o SI19-SI20 (2154 pb).

Aunque en la mayoria de las variedades estudiadas fue posible identificar los dos
alelos S, en la variedad Vignola sélo se pudo identificar uno (Tabla 4.1). Ademas, algunos
alelos (Ss, S7, S11, S13 y S24) solo pudieron ser amplificados con las combinaciones PruT2-
SI32 o PruC2-C5Rev, pero no pudieron ser amplificados con el resto de pares de
cebadores. Esta falta de amplificacion o la imposibilidad de visualizar un alelo puede estar
causada por varias razones. 1) La presencia de discordancias entre la secuencia de ADN
del cebador y la del alelo que se pretende amplificar puede dar lugar a un anillamiento
ineficiente en la reaccion de PCR y, como consecuencia, la amplificacion sera deficiente o
inexistente. Un ejemplo de esta situacion es el alelo S4; la secuenciacion de este alelo (ver
Capitulo 6) ha revelado la presencia de 5 discordancias en el sitio de anillamiento del
cebador SI-19 y, por tanto, este alelo no ha podido ser amplificado utilizando este cebador
aunque si ha podido ser amplificado utilizando cebadores alternativos. 2) Cuando dos
alelos tienen un tamafio muy similar, los fragmentos obtenidos mediante PCR pueden ser
dificiles de distinguir utilizando el protocolo normal de resolucion mediante electroforesis.
Este es el caso de los alelos Ss y S»4 que difieren en 20 pb y que, por lo tanto, no pueden ser
diferenciados mediante la amplificacion con PruT2-PruC4R y PruC2-PruC4R. Sin

embargo, estos dos alelos se pueden diferenciar amplificandolos con los cebadores PruT2-
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SI32 o SI31-SI32. 3) En algunos casos se puede producir una amplificacion preferencial de
un alelo frente a otro (Brace ef al., 1993). Asi, una diferencia significativa del contenido de
GC de los dos alelos que se pretenden amplificar o de la secuencia de ADN adyacente a
estos, puede producir una desnaturalizacion ineficiente de las hebras de ADN de uno de los
alelos (Walsh et al., 1992). Este podria ser el caso del alelo S»4 que no se puede amplificar
con los cebadores PruT2-PruC4R o PruC2-PruC4R, en combinacion con el alelo S; en la
variedad ‘Garrafal’ (ver Capitulo 5; Wiinsch y Hormaza, 2003), cuando la secuenciacion
del alelo S,; ha confirmado la conservacion de las secuencias de ADN en las zonas

complementarias a estos cebadores (ver Capitulo 6).

Tabla 4.1. Grupos de incompatibilidad polen-pistilo identificados mediante PCR en las variedades
de cerezo analizadas. En negrita las variedades y grupos cuya composicion alélica no ha sido
descrita previamente. Nomenclatura segiin Tobutt et al. (2001). SC: Variedad autocompatible, O:
Donante Universal

Grupo de Genotipo  Variedad

incomp.
I S8, Summit, Starking Hardy Giant
11 S;S; Cristalina, Gil-Peck, Lamida, Samba, Van, Van Spur, Early Van
Compact, Ruby, Tigré
111 S3S, Bing, Lambert, Napoleon, Sommerset, Star, Belge, Marmotte
v S58; Sue, Vega, Coralise
VI 8355 Hartland, Ambrunés, Duroni 3, Pico Negro
VII S3Ss Hedelfingen
IX 8184 Chinook, Rainier, Sylvia, Garnet, Viscount
X SsSo Ramon Oliva
XII S6S13 Noble
XIIT 8584 Sam, Vic, Spalding, Corum, Royalton
XVI 8389 Burlat, Burlat C-1, Moreau, Precoce Bernard
XVII S4Ss Larian
XVIII AYAY) Brooks, Marvin 4-70, Earlise
XIX S38;3 Reverchon
XXII S38. Ferrovia, Schneiders
XXIII AYAY; Arcina
SC S35 Cristobalina, Temprana de Sot
SC/O 838, Newstar, Sonata, Compact Stella, Sunburst, Sweetheart
SC/O S1Sy Celeste, Lapins, Santina
(0] S:S; Charger
(0] S]()S]] Orleans 171
(0] AYAYY Pico Colorado
(0 S 3S 23 Vittoria
(0] S18S825 Taleguera Brillante
(0] S1Ssp Blanca de Provenza
- Ss Vignola
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Figura 4.1. Amplificacion de alelos de incompatibilidad de las variedades Summit (S,S,),
Gilpeck (S,S53), Chinook (S,S,), Sue (S,S;), Sam (S,S,), Royalton (S,S,), Lambert (S;S,), Burlat
(85S9), Hartland (S3Ss), Ramon Oliva (S5Ss), Cristobalina (S3Ss5) y Brooks (S;S9) con los
cebadores PruC2-PruC4R. El alelo S, no es visible.

Figura 4.2. Amplificacion de alelos de incompatibilidad de las variedades Summit (S,S5), Bing
(S85S,), Hedelfingen (S3S5), Hartland (S5S,), Charger (S,S7), Burlat (S;S), Orleans 171 (S;0S;)),
Schneiders’ (S35;2), Noble (S5S;3), Vittoria (S3S,;), Pico Colorado (SsS,,) y Talaguera Brillante
(S78S55) con los cebadores PruT2-SI32. Electroforesis en agarosa Metaphor al 2%.

Figure 4.3. Amplificacion de alelos de incompatibilidad de las variedades Summit (5,S,), Bing
(S5S,), Hedelfingen (S3S5), Hartland (S3S4), Burlat (S3S), Charger (S,S7), Orleans 171 (S;4S;)),
Schneiders, (S;S;,), Ferrovia (S;5;,), Noble (S55;;), Talaguera Brillante (S75S,5), Vittoria (S3S5;),
Reverchon (53S;3) y Pico Colorado (54524) con los cebadores PruC2-C5Rev.
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Utilizando la metodologia descrita en este capitulo ha sido posible, ademas,
amplificar los fragmentos que corresponden a los alelos S7 (‘Charger’), S;9 y S;; (‘Orleans
171”) con diferentes pares de cebadores (Tabla 4.2). Estos alelos habian sido identificados
mediante el analisis de proteinas estilares (Boskovi¢ y Tobutt 1996, 1997) y mediante
RFLPs (Hauck et al., 2001) y solamente un fragmento de 425 pb habia sido amplificado
con anterioridad mediante PCR para el alelo S; (Hauck et al., 2001). Los alelos
identificados mediante el andlisis de ribonucleasas en la variedad Orleans 171 fueron
denominados S;p y S;; (Boskovi¢ y Tobutt 1997) y no han sido identificados en ningun
otro cultivar. El analisis de la variedad Orleans 171 con marcadores RFLP (Hauck et al.,
2001) ha revelado diferentes fragmentos con diferentes enzimas de restriccion, aunque no
ha sido posible discriminar entre los fragmentos que pertenecen a un alelo y a otro. Por
otra parte, los intentos para amplificar estos alelos mediante cebadores alelo-especificos
(Sonneveld et al., 2001) han sido infructuosos. En nuestro analisis de ‘Orleans 171’ con
PCR, se amplificaron dos fragmentos con los cebadores PruT2-SI32 y PruC2-C5Rev,
mientras que se amplifico un unico fragmento con el resto de pares de cebadores (Tabla
4.2). Por otra parte, al analizar la variedad Charger (S;S7) se confirmo la amplificacion del
alelo S; con todos los pares de cebadores, mientras que el alelo S; s6lo pudo ser
amplificado con los cebadores PruT2-SI32 y PruC2-C5Rev (Tabla 4.2). Los fragmentos
amplificados con los cebadores PruT2-SI132 y PruC2-C5Rev y que corresponden al alelo S
son del mismo tamafio que los amplificados para uno de los alelos de ‘Orleans 171’ vy,
como consecuencia, uno de los alelos de ‘Orleans 171’ podria ser S7. Una indicacion de
que la hipotesis puede ser correcta es que los fragmentos de los RFLP que corresponden a
S7 se encuentran también en el patron de bandas de RFLP de S;4S;; (Hauck ef al., 2001).
De hecho, en los zimogramas de las ribonucleasas de los alelos S7 y S;; (Boskovic y
Tobutt, 1997) hay una diferencia pequeia entre los valores del punto isoeléctrico de estos
dos alelos. En este sentido, se han identificado ribonucleasas S de idéntica secuencia de
aminodcidos y que, sin embargo, presentan pequefias diferencias entre las bandas
correspondientes al electroisoenfoque, lo que se cree que puede estar causado por
diferencias entre los potenciales de las ribonucleasas debido a las cadenas de glicanos (Van
Nerum et al., 2001). Esta evidencia sugiere que el alelo S podria ser S;;. Sin embargo, la
comprobacion final de esta hipotesis requeriria el aislamiento y secuenciacion de las

ribonucleasas correspondientes.
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La utilizacién de los cebadores conservados ha permitido, ademas, la identificacion
de posibles nuevos alelos S, ya que se han amplificado fragmentos, cuyo tamafio difiere del
encontrado en las variedades de referencia, en variedades cuyo genotipo S no habia sido
descrito previamente. En la variedad Taleguera Brillante se observaron dos bandas de
tamafio desconocido con todos los pares de cebadores; una de ellas produce tamafios muy
parecidos a los del alelo S, excepto con el par PruT2-SI32. En la variedad Vittoria se
observaron una banda de tamafio conocido, que corresponde a S;, y otra banda de tamano
no descrito previamente con todos los pares de cebadores. De forma similar, en la variedad
Pico Colorado se obtuvo un fragmento correspondiente al alelo Ss y otro fragmento que
unicamente fue amplificado con la combinacion de cebadores PruT2-SI32 (Tabla 4.1,
Tabla 4.2). De estos posibles alelos, tres de ellos, denominados S>3, S»s y S»s, han sido
clonados y secuenciados, comprobandose que efectivamente corresponden a secuencias de
ribonucleasas S (ver Capitulo 6). Otro posible alelo S fue identificado en la variedad
‘Blanca de Provenza’, al obtener un fragmento de 504 pb (Szp) con los cebadores PruT2-

SI32 (Tabla 4.1, Tabla 4.2), pero su identidad todavia no ha sido confirmarda.

También se ha confirmado el grupo de incompatibilidad de la variedad ‘Ramon
Oliva’ sobre la cual existen contradicciones en diferentes estudios; asi Wiersma et al.,
(2001) indican que su composicidon es S¢S, mientras que Boskovi¢ y Tobutt (2001)
indican que es SsS9. En nuestro caso, el clon analizado es también SS9 y, por lo tanto,
‘Ramon Oliva’ perteneceria al grupo X de incompatibilidad. La variedad Ferrovia presenta
la composicion S;S;,, y, por lo tanto, junto con ‘Schneiders’ perteneceria al grupo XXIL
De hecho, se ha comprobado que ambas variedades no se pueden distinguir utilizando
marcadores SSR (ver protocolo Capitulo 2), corroborando asi que ambas pueden, en
realidad, corresponder a la misma variedad como sugiere Balmer (2001). Ademas se ha
identificado un nuevo grupo de incompatibilidad ya que la variedad Arcina (S25s) junto
con ‘Knuffs Riesenwould’ (Tobutt e al. 2001) constituirian el grupo XXIII de

incompatibilidad.
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Tabla 4.2 Tamafio de los fragmentos en pares de bases de cada alelo S, amplificados mediante
PCR con los diferentes pares de cebadores. Nomenclatura segiin Tobutt ef al. (2001).

Alelo S Variedad de PruT2- PruC2- S119- PruT2- PruC2-
referencia PruC4R PruC4R S120 S132 C5Rev

S; Summit (S; S») 1199 747 820 458 862
S Summit (S; S») 2500 2081 2154 422 2285
S Bing (S5 S,) 1062 759 832 306 892
Sy Bing (S5 S,) 1461 943 1018 524 1120
S Hedelfingen (S; Ss) n.a. n.a. n.a. 465 n.a.
Ss Hartland (S; Ss) 972 456 529 521 671
S Charger (S; S7) n.a. n.a. n.a. 418 2335
So Burlat (S Sy) 1101 678 745 431 809
S1o Orleans 171 1060 614 646 446 730
(S10811)
Si Orleans 171 n.a. n.a. n.a. 418 2335
(810811
Si Schneiders (55S;,) 2065 1647 1719 423 n.a.
Si3 Noble (545;3) n.a. n.a. n.a. 526 n.a.
S>3 1003 599 671 409 710
Ssy n.a. n.a. n.a. 497 n.a.
S5 2315 1834 1906 453 1988
St 2534 2097 2150 489 2158
Szp n.a. n.a. n.a. 504 n.a.

n.a: no hubo amplificacion

Finalmente, se han identificado los genotipos S de las variedades Cristobalina y
Temprana de Sot. La variedad Cristobalina es un mutante de ‘Temprana de Sot’ (Herrero,
1964) y ambas son autocompatibles. La constitucion alélica S de ambas es S3Ss (Tabla 4.1)
y se ha llevado a cabo un estudio molecular y genético para establecer las causas de la
autocompatibilidad en estas variedades (ver Capitulo 7). La autocompatibilidad en cerezo
es un fendémeno natural raro (Tehrani y Brown, 1992) y, aunque existen algunas variedades
autocompatibles, todas ellas derivan de cruces obtenidos de polen irradiado (Lewis, 1949;

Lewis y Crowe, 1954).

Cabe destacar que, ademds de los cruzamientos controlados entre las diferentes
variedades, el método mas preciso para establecer la composicion alélica de cada variedad
seria la comparacion de secuencias de ADN. Actualmente existen 10 secuencias de alelos
de cerezo disponibles (S}, Sz, S3, S4, Ss, So, S12, S23, S24y S25; Tao et al., 1999a,b; Sonneveld

et al., 2001; Capitulo 6). Por lo tanto, aunque el nimero de secuencias de ribonucleasas S
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de cerezo esta aumentando y la numeracion adjudicada a los nuevos alelos debe ser tomada
con precaucion hasta que las secuencias estén disponibles, diferentes métodos moleculares
estan siendo utilizados para identificar los alelos S de cerezo. El analisis de proteinas y los
marcadores RFLP pueden ser de gran utilidad si algunos alelos no pueden ser detectados
mediante PCR y las digestiones de restriccion pueden ayudar a diferenciar alelos que
pueden ser dificiles de discriminar con PCR. Con la metodologia utilizada en este trabajo
unas pocas reacciones de PCR permiten diferenciar entre un gran numero de alelos S, y el
uso de cebadores conservados permite identificar nuevos alelos. La optimizacién del
protocolo requiere la utilizacion de variedades estdndar para establecer los tamafios de los
fragmentos de los alelos conocidos y usar una combinacion de cebadores diferentes que
permita distinguir alelos del mismo tamafio. Dado el gran tamafio de algunos alelos, los
productos de PCR de los cebadores PruT2-PruC4R y SI31-SI20 pueden ser dificiles de
amplificar y la secuencia de SI-19 no est4 bien conservada. Por lo tanto, se puede concluir
que el uso de los cebadores PruT2-SI32 y PruC2-PruC4R seria el método mas eficiente de
identificar los alelos S de cerezo debido al polimorfismo que revelan, a que estan muy
conservados y a la facil resolucion de los productos de PCR. Sin embargo, al incrementarse
el numero de alelos puede ser que dos pares de cebadores no sean suficientes para
diferenciar algunos alelos y, por lo tanto, la identificacion deba ser complementada con los
pares de cebadores PruT2-PruC4R, SI19-SI20 o PruC2-C5Rev. Es mads, dada la gran
fiabilidad obtenida mediante el andlisis de PCR de los alelos S, esta técnica puede ser
utilizada para analisis de paternidad y para complementar otros métodos de identificacion

de variedades de cerezo como se describe en el siguiente capitulo.
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5. EVALUACION MOLECULAR DE LA DIVERSIDAD GENETICA Y
DE LA COMPOSICION ALELICA S DE VARIEDADES LOCALES
DE CEREZO ESPANOLAS'

INTRODUCCION

En Espafia casi el 30% de la produccion de cereza en fresco estd concentrada en el
Valle del Jerte. En este valle, situado al norte de la region de Extremadura, la tradicion del
cultivo del cerezo data del siglo XIV aunque se cree que fue introducido con anterioridad
(Flores del Manzano, 1985). La importancia del cerezo en esta zona se incrementd en gran
medida a comienzos del siglo XX cuando la roya destruyo el otro cultivo importante del
valle, la produccion de castafa (Flores del Manzano, 1985). Las caracteristicas especiales
de las cerezas cultivadas en el valle del Jerte junto con las practicas de agricultura
tradicional que se llevan a cabo en la zona, hacen de estas cerezas un producto muy

apreciado tanto en el mercado extranjero como en el nacional.

El valle del Jerte es profundo y estrecho y las cerezas se cultivan principalmente en
terrazas a diferentes altitudes que varian entre los 700 y los 1200 metros. La combinacion
de diferentes variedades plantadas a diferentes alturas tiene como resultado una larga
temporada de recoleccion. Por lo tanto, aunque las cerezas tempranas y de media estacion
suponen un porcentaje importante de la produccion anual, més del 60% de la produccion
proviene de un grupo de variedades tardias como ‘Ambrunés’, ‘Pico Colorado’, ‘Pico
Limén Negro’ o ‘Pico Negro’, denominadas “Picotas” y que no se recolectan hasta
mediados de Julio (Alonso-Gavilan, 1967) por lo que constituyen unas de las variedades de
cerezo cultivadas mas tardias. Otras caracteristicas destacables de este grupo de variedades
son el sabor, que combina un alto contenido en azicar con una cierta acidez, la firmeza de

la pulpa y el hecho de que el pedunculo se separa del fruto durante la recoleccion.

'Wiinsch A, Hormaza JI. 2003. Molecular evaluation of genetic diversity and S-allele composition of Spanish
local sweet cherry (Prunus avium L.) cultivars. Genetic Resources and Crop Evolution, (en prensa). (Anexo
10).
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Junto con estas variedades autdctonas, en el valle del Jerte también se cultivan otras
variedades tradicionales como ‘Ramon Oliva’ o ‘Burlat’” y otras de mas reciente

introduccion como ‘Lapins’ o ‘Sunburst’.

El método de agricultura tradicional en el Valle estaba constituido por pequefias
huertas pertenecientes a diferentes agricultores, lo que ha permitido que se mantenga la
diversidad del germoplasma local y, ademads, ha evitado problemas de cuajado derivados
de la autoincompatibilidad del cerezo. Sin embargo, la presion de las técnicas de la
agricultura moderna que potencia la plantacion de las variedades mas productivas, ya sean
tradicionales o introducidas, conduce a una reduccién en la diversidad tradicional del
germoplasma local. Como consecuencia, es necesario hacer un esfuerzo por mantener y
caracterizar el germoplasma autoctono de cerezo que se encuentra en el Valle del Jerte para
conservar la variabilidad que se ha mantenido en esta zona, y hacerla asi disponible para su
uso en los programas de mejora de cerezo. Ademas, las relaciones de incompatibilidad
entre las variedades que se cultivan en el valle deben ser estudiadas para poder recomendar

las combinaciones de variedades compatibles mas interesantes.

En este capitulo se describe la utilizacién de doce secuencias de microsatélites
desarrolladas en melocotonero para identificar el genotipo de 28 variedades locales de
cerezo que se cultivan en el Valle del Jerte. Ademas, con el objetivo de optimizar el
manejo y la eficiencia de las plantaciones y para complementar la caracterizacion
genotipica, se ha investigado la composicion de los alelos S de cada variedad utilizando los
cebadores de PCR recientemente desarrollados a partir de las secuencias del ADN

complementario de las ribonucleasas S de cerezo.

MATERIALES Y METODOS

Las 28 variedades de cerezo analizadas (Tabla 5.1) fueron obtenidas del banco de
germoplasma de cerezo situado en Barrado (Caceres), (Moreno et al., 2001). La extraccion
del ADN, amplificacién de los SSR, visualizacion de los geles y el estudio de similitud

genética se llevo a cabo de acuerdo con el protocolo descrito en el Capitulo 2 (Wiinsch y
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Hormaza, 2002b), utilizando 12 pares cebadores de Prunus previamente seleccionados
(Tabla 5.2). Los alelos S de cada variedad fueron identificados mediante PCR utilizando
los pares de cebadores T2-C4R, C2-C4R (Tao et al., 1999a) y SI31-SI32, SI19-SI120

(Wiersma et al., 2001) siguiendo el protocolo descrito en el Capitulo 4.

Tabla 5.1. Lista de las 28 variedades de cerezo analizadas y su constitucion alélica S analizada
mediante PCR. Nomenclatura de alelos S de acuerdo con Tobutt et al. (2001).

Variedad Alelos § Grupo de
incompatibilidad
Pedro Merino S;-S; II
Ambrunés S3-Ss VI
Coloradilla S3-Ss VI
De la Casa S3-S¢ VI
Del Gordo S;-Ss VI
Jarandilla S3-Ss VI
Mollar S-S VI
Pico Limdn Colorado S;-Ss VI
Pico Limo6n Negro S3-Sg VI
Pico Negro S3-Sg VI
Pico Negro Barrado S-S VI
Pretera S3-Ss VI
Venancio S3-Ss VI
Del Pollo S-Sy X
Navalinda S3-Sy XVI
Temprana Negra S-S5 XX
Garrafal S5-S5y -
Del Cardito S3-So4 -
Lucinio S3-S; -
Pico Colorado S-S54 -
Pico Colorado Cirino Ss-S>4 -
Virgo Juliana S5-So4 -
Cubeto S;3 -
Especial S; -
Nabuca S; -
Veterinaria S3 -
Noelia Sy -
Ramoén Rachilla YT -
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de genotipos con SSRs y similitud genética

Los 42 alelos resultantes de la amplificacion de los 12 microsatélites de Prunus
seleccionados (Tabla 5.2) fueron utilizados para caracterizar los genotipos de 28
variedades de cerezo (Tabla 5.1). Todos los genotipos analizados, con la excepcion de dos,
se pudieron diferenciar inequivocamente con los microsatélites utilizados. Las dos
variedades que no se pudieron distinguir son ‘Pico Colorado’ y ‘Pico Colorado Cirino’.
Estas dos variedades son muy parecidas morfoldgicamente aunque presentan algunos
rasgos que las diferencian (M. Manzano, comunicacion personal) lo que sugiere que,

aunque distintas, estdn muy relacionadas genéticamente.

Tabla 5.2. Microsatélites utilizados para la identificacién de genotipos.

SSR Referencia Nr alelos Rango (pb)
pchgmsl Sosinski et a/.2000 2 140-190
pchems3 Sosinski et al.2000 2 160-180
pchems5 Sosinski et a/.2000 2 260-290
UDP96-005 Cipriani et al. 1999 5 120-150
UDP98-409 Cipriani et al. 1999 2 130-160
UPD98-021 Testolin et al. 2000 2 100-110
UPD98-022 Testolin et al. 2000 3 90-110
UPD98-412 Testolin et al. 2000 4 100-140
UPD97-402 Cipriani et al. 1999 8 120-150

CPPCT6 Aranzana et al. 2002 2 190-220

PS12A02 Downey y Iezzoni, 2000 10 160-200

Los datos de similitud agruparon los genotipos en cuatro grupos principales que
revelan el caracter autoctono de la mayoria de las variedades cultivadas en la zona. (Figura

5.1).
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Figura 5.1. Dendograma de 28 variedades de cerezo incluidas en el estudio basado en un analisis
de agrupamiento UPGMA utilizando la matriz de similitud generada con el coeficiente de Nei y Li
(1979) después de la amplificacion con 12 pares de microsatélites. Las variedades tradicionales del
Valle del Jerte estan subrayadas.
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Asi, es posible diferenciar un grupo principal que contiene variedades como
‘Ambrunés’, ‘Pico Colorado’, ‘Pico Negro’ o ‘Pico Limén Negro’. Estas variedades
conforman el grupo de variedades tardias denominadas ‘picotas’. Los demds genotipos que
se incluyen en este grupo son también variedades tardias cultivadas en el valle aunque en
menor medida, a excepcion de ‘Del Pollo’ y ‘Noelia’ que se cree fueron introducidas mas
recientemente (M. Manzano, comunicacion personal). Un agrupamiento similar entre
variedades locales y foraneas ha sido obtenido utilizando RAPDs (Moreno y Trujillo,

2001).

Los otros tres grupos incluyen un grupo mas heterogéneo de variedades, de las que
solo ‘Pretera’ y ‘Del Gordo’ se sabe con seguridad que son antiguas variedades locales. El
resto corresponde a material foraneo, ya sea introducido directamente como ‘Especial’ y
‘Pedro Merino’, e identificado con otro nombre (Alonso-Gavilan, 1967; Moreno et al.,
2001), o material obtenido a través de cruces entre nuevas variedades y genotipos locales.
Este ultimo caso explicaria la situacion de ‘Pretera’ y ‘Del Gordo’ en el dendograma, fuera

del grupo que constituyen las variedades locales tradicionales.

Identificacion de alelos S

El uso de los cebadores T2-C4R, C2-C4R, SI31-SI132 y SI19-S120 recientemente
desarrollados por Tao et al. (1999a) y Wiersma et al. (2001), ha permitido la identificacion
completa de los alelos S de 23 variedades de cerezo analizadas y solamente de un alelo S
de los otros 5 genotipos analizados (Tabla 5.1). La amplificacion de sélo 1 alelo en las
variedades Cubeto (S3), Ramon Rachilla (S>;3), Nabuca (S3), Noelia (S,) y Veterinaria (S3)
indica que el alelo adicional no puede ser amplificado con los cebadores utilizados,
probablemente debido a diferencias en la secuencia de ADN en las zonas conservadas o a

la amplificacion preferencial de un alelo en combinacion con otro (ver Capitulo 4).
La constitucion alélica S de las variedades (Tabla 5.1) estd caracterizada por la

presencia de 4 alelos previamente descritos (S3, Sy, Ss y So) junto con otros 3 nuevos alelos

823, S24 'y S1 (ver Capitulos 4 y 6). S»4 solo se puede amplificar con los cebadores SI31-
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SI32 o PruT2-SI32, con los cuales amplifica un fragmento de 497 pb en las variedades
Garrafal, Pico Colorado, Pico Colorado Cirino, Virgo Juliana y Del Cardito. De forma
similar, en la variedad Lucinio se ha identificado un fragmento de 404 pb con el mismo par
de cebadores, que también puede corresponder a un nuevo alelo S (S;). En la variedad
Ramon Rachilla se identifico otro posible alelo S (S23) que se pudo amplificar con todos los
pares de cebadores, amplificando fragmentos consistentes con la situacion de los cebadores
en la secuencia de ADN de la RNasa y los cuales son diferentes de los tamafos descritos
previamente. Estos posibles nuevos alelos han sido secuenciados y parece que
corresponden a fragmentos de secuencias de RNasas S. Sus caracteristicas se describen con

detalle en el Capitulo 6.

Es interesante que, con la excepcion de la variedad ‘Noelia’ (Sy) y Del Pollo (S559),
que son variedades introducidas recientemente, las demas variedades que se agrupan en el
primer grupo con los datos de similitud y que corresponden a las variedades tradicionales
del Valle del Jerte, solo presentan combinaciones de los alelos S3, S5y S24. La mayor parte
de estas tienen, ademads, la constitucion S3Ss y pertenecerian al grupo VI de
incompatibilidad, mientras que el resto son S3S,4 0 SS24. De forma similar, las otras dos
variedades tradicionales que aparecen en otros grupos de similitud (‘Del Gordo’ y
‘Pretera’) tienen también la constitucion S3Ss. El resto de variedades presentan el alelo S;
en combinacion con otros alelos diferentes como S; y Sy, excepto ‘Temprana Negra’ que es
S1Ss y ‘Ramoén Rachilla’ que es S,;. Estos resultados indican que el germoplasma
tradicional del Valle del Jerte contiene tres alelos (S; Ss y S.s), mientras que la
introduccion de nuevas variedades ha dado como resultado la introduccion de alelos
adicionales. El origen del cultivo del cerezo en este valle no esta claro aunque, ya fuera con
la introducciéon en la zona de unos pocos genotipos hace siglos, o a través de la
domesticacion de individuos silvestres, la base genética parece ser estrecha. Esto es
compatible con el gran numero de caracteristicas fenotipicas comunes a las variedades
locales. Si las variedades derivan de poblaciones silvestres presentes en el valle, estas
poblaciones deberian tener una frecuencia alta del alelo S5 Los modelos teéricos predicen
que las poblaciones deben tener un numero limitado de alelos de incompatibilidad pero que
las frecuencias de los diferentes fenotipos de incompatibilidad deberian ser iguales, aunque

esto puede ser alterado por diferentes factores como el ligamiento del locus S a otros loci
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sujetos a seleccion, efectos estocasticos relacionados con la formacion de las poblaciones o
un gran tamafio de la poblacion (Lawrence, 2000; Raspé y Kohn, 2002). Estas preguntas
unicamente podran ser contestadas si se realizan estudios de las poblaciones silvestres

locales.

Soélo existe un estudio de la intercompatibilidad floral de las variedades de cerezo
cultivadas en el Valle del Jerte (Gil-Albert y Hoyos, 1986). En este trabajo los autores
efectuaron varios cruces entre algunas de las variedades incluidas en nuestro estudio vy,
aunque la mayor parte de los resultados estan corroborados con los datos moleculares
obtenidos en este trabajo, existen algunas discrepancias probablemente debidas a
diferencias en la nomenclatura y/o en las variedades utilizadas. El establecimiento de
bancos de germoplasma y la caracterizacion de genotipos con marcadores moleculares
puede ser de gran utilidad para evitar estos problemas. En lo que se refiere a las cuatro
cerezas picotas mas importantes (‘Ambrunés’, ‘Pico Colorado’, ‘Pico Limén Negro’ y
‘Pico Negro’), nuestros resultados indican que sélo ‘Pico Colorado’ (SsS24) es
intercompatible con cualquiera de las otras tres variedades, las cuales tienen la misma

constitucion alélica S (53S5), y que, como consecuencia, son interincompatibles.

El método de cultivo tradicional del cerezo en el valle, que estaba basado en
propiedades pequenas con gran diversidad de variedades, permitia una polinizacion
eficiente ya que existia polen compatible de otras variedades que comparten alglin alelo y
que probablemente siempre estaban proximas. Sin embargo, el proceso de seleccion de los
genotipos mas interesantes, especialmente en las variedades tardias tradicionales, puede
llevar al cultivo de un ntimero reducido de variedades, dando lugar a la aparicion de
problemas de produccidon causados por la incompatibilidad. Por lo tanto, los resultados
descritos en este capitulo pueden ser de gran utilidad para conservar el germoplasma local,
disefiar los cruces que permitan desarrollar genotipos que aprovechen las ventajas de la
variabilidad ya existente y disefiar las combinaciones de variedades en las nuevas
plantaciones manteniendo las caracteristicas tradicionales de las cerezas de la zona
evitando al mismo tiempo los problemas de produccion que pueden estar causados por la

incompatibilidad.
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6. CLONADO Y CARACTERIZACION DE LAS SECUENCIAS
GENOMICAS DE CUATRO ALELOS DE INCOMPATIBILIDAD
POLEN-PISTILO EN CEREZO'

INTRODUCCION

La comparacion de las secuencias de ADN complementario (cDNA) de diferentes
ribonucleasas S de almendro, manzano, peral Japonés y cerezo ha revelado una serie de
caracteristicas estructurales comunes a las ribonucleasas S de las Roséaceas. Al igual que en
las ribonucleasas S de las Solaniceas (lorger et al., 1991), se han identificado cinco
regiones conservadas (C1, C2, C3, RC4 y C5), aunque una de ellas (RC4) es especifica de
las Rosédceas y no presenta homologia con la region correspondiente de las Solanéceas
(Sassa et al., 1996; Ushijima et al., 1998a). Las zonas hipervariables identificadas en las
Solanaceas (HVa y HVD), que se ha demostrado que pueden estar involucradas en la
determinacion de la especificidad alélica de las ribonucleasas (Matton et al., 1997), estan
representadas en las Roséceas por una tnica region hipervariable (RHV) localizada en la
misma region que HVa (Ushijima et al., 1998a). Los estudios filogenéticos de estas
ribonucleasas han demostrado, ademas, que las ribonucleasas de las Rosaceas se dividen en
dos grupos diferenciados que se correlacionan con su clasificacion en las subfamilias
Maloidea y Prunoidea (Ma y Oliveira, 2002; Ushijima ef al., 1998a). La caracterizacion de
la secuencia genomica de las ribonucleasas de las Rosaceas revela que en peral Japonés
(Ushijima et al., 1998a,b), peral Europeo (Zuccherellili ef al., 2002), manzano (Janssens et
al., 1995) y almendro (Tamura et al., 2000) se ha detectado la presencia de un intrén en la
zona hipervariable, mientras que en cerezo (Tao et al., 1999c; Yamane et al., 2000) y otras
ribonucleasas de almendro (Ma y Oliveira, 2001) se ha identificado un intrén adicional

entre el péptido sefial y la proteina.

'Wiinsch A, Hormaza JI. Cloning and characterization of genomic DNA sequences of four self-
incompatibility alleles in sweet cherry (Prunus avium 1.). Theoretical and Applied Genetics (en prensa).
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En los capitulos 4 y 5 se describe la utilizacion de cebadores derivados de las
regiones conservadas de las ribonucleasas S de cerezo (Tao ef al., 1999a; Wiersma et al.,
2001) para analizar dos colecciones de germoplasma de cerezo identificando sus genotipos
S. En esos estudios se ha puesto de manifiesto que entre las variedades locales italianas y
espafiolas estudiadas aparecen al menos 3 nuevos alelos S de cerezo. En este capitulo se
estudian las secuencias de ADN gendmico de esas tres nuevas ribonucleasas S, asi como la
del alelo S, incluyendo las zonas flanqueantes 5’. Dado que las regiones 5° de las
ribonucleasas de las Rosaceas no habian sido descritas hasta ahora, se han comparado las

secuencias obtenidas en cerezo con las disponibles en las Maloideas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y extraccion de ADN gendémico

Se selccionaron las variedades de cerezo de genotipo S conocido ‘Summit’ (S;S>),
‘Bing’ (5354), ‘Hedelfingen’ (55Ss), ‘Hartland’ (S356) y ‘Burlat’ (S3S9), para establecer los
tamafios de los fragmentos obtenidos mediante PCR de sus correspondientes ribonucleasas
S. Cada una de estas variedades pertenece a un grupo de incompatibilidad diferente y su
genotipo S ha sido confirmado en varios trabajos (Boskovi¢ y Tobutt, 2001; Sonneveld et
al., 2001; Wiersma et al., 2001). En cuatro variedades, Ferrovia, Pico Colorado, Taleguera
Brillante y Vittoria (Capitulos 4 y 5), se amplificaron fragmentos mediante PCR de tamafio
diferente a los descritos previamente (Tao et al., 1999a; Wiersma et al., 2001) por lo que
fueron seleccionadas para secuenciar cuatro posiblemente nuevas ribonucleasas. Todo el
material vegetal fue recogido de los campos experimentales del Servicio de Investigacion
Agroalimentaria de la Diputacion General de Aragoén, situado en Zaragoza. La

nomenclatura de los alelos S utilizada en este trabajo sigue la propuesta por Tobutt et al.

(2001).
El ADN gendémico para el analisis de PCR fue extraido de acuerdo con el protocolo

descrito en el Capitulo 2. El protocolo para la obtencion del ADN gendémico, utilizado para

aislar las secuencias adyacentes a los fragmentos secuenciados, fue llevado a cabo como se
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describe a continuacion. Cinco gramos de hojas jovenes fueron triturados en 40 ml de
tampon de extraccion (100 mM Tris-HCL, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 2% CTAB, 1%
PVP, 0.1% bisulfito de sodio) y 20 upl de 2-mercaptoetanol. Las muestras fueron
posteriormente incubadas a 65°C durante 30 minutos, mezcladas con 20 ml de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1) y centrifugadas a 6000 g durante 10 minutos. El sobrenadante fue
recuperado y el ADN precipitado afiadiendo 12 ml de isopropanol frio. Posteriormente el
precipitado fue recuperado después de centrifugar las muestras a 6000g durante 5 minutos.
Las muestras se lavaron en 10 ml de tampon de lavado (10mM acetato de amonio en 76%
etanol), se dejaron secar durante una noche y se resuspendieron en 1 ml de MTE (TE
modificado; 10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8.0). El ADN extraido fue purificado
haciendo una extraccion en 1 v de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24:24:1), seguida
de otra extraccion en 1 v de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y una incubacién con
RNasa (10 ul/ml) durante 30 minutos a 37°C. E1 ADN fue entonces precipitado en 1/10 v
de acetato de sodio 3M y 2,5 v de etanol frio, lavado con etanol al 70%, secado y

resuspendido en MTE. E1 ADN extraido fue cuantificado y diluido a 100 ng/ul en MTE.

Amplificacion de alelos S mediante PCR

Los alelos S de cada variedad fueron identificados mediante PCR utilizando los
pares de cebadores T2-C4R, C2-C4R (Tao et al., 1999a) y SI31-SI32, SI19-S120 (Wiersma
et al., 2001) siguiendo el protocolo de PCR descrito en el Capitulo 4. Las reacciones de
PCR realizadas para recuperar fragmentos de amplificacion de los geles de agarosa se

llevaron a cabo en un volumen de 50ul y la electroforesis en tampon 1X TAE.

Clonado y secuenciacion del ADN genomico

Los fragmentos de ADN de 2065, 2315 y 1003 pb obtenidos de las variedades
Ferrovia, Taleguera Brillante y Vittoria después de su amplificacion con los cebadores
PruT2-PruC4R y el fragmento de 497 pb obtenido de la variedad Pico Colorado después de
la amplificaciéon con los cebadores PruT2-SI32, fueron cortados del gel y el ADN fue
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extraido utilizando las columnas Ultrafree-DA (Millipore) (ver Anexo 1). Posteriormente
el ADN fue precipitado en presencia de etanol, lavado, secado y resuspendido en agua
estéril. Los fragmentos de ADN purificados de ‘Ferrovia’, ‘Taleguera Brillante’ y
‘Vittoria’ fueron clonados utilizando el plasmido ‘pGEM-T Easy’ (Promega) siguiendo las
instrucciones del fabricante (ver Anexo 2). Las colonias transformadas fueron
seleccionadas y la purificacion del plasmido se llevo a cabo utilizando ‘Plasmid Mini Kit’
(Qiagen) (ver Anexo 3). Los plasmidos con el inserto de interés fueron seleccionados
mediante amplificacion por PCR con los cebadores universales M13, y digestiones de
restriccion. Los clones seleccionados fueron secuenciados en un ABI Prism 3700 DNA
Analyzer’ (Applied Biosystems). El fragmento purificado de la variedad Pico Colorado fue
secuenciado directamente del ADN extraido de la reaccion de PCR. Las secuencias de
ADN adyacentes en los extremos 5’ y 3’ de los cuatro fragmentos de PCR secuenciados
fueron aislados utilizando el ‘Universal Genome Walter Kit’ (Clontech) y ‘Advantage
Genomic Polymerase Mix’ (Clontech) siguiendo las instrucciones del fabricante (ver
Anexo 4). Los fragmentos de PCR obtenidos fueron también purificados utilizando las
columnas Ultrafree-DA (Millipore), precipitados y secuenciados como se ha descrito. La
alineacion de secuencias se llevd a cabo utilizando el programa Clustal X (Thompson et
al., 1997) y la construccion del arbol filogenético se realizd utilizando el método del
vecino mas proximo (“neighbour-joining”) basado en la alineacion de secuencias de

nucleotidos con el programa Clustal X 1.8.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion de alelos S mediante analisis de PCR

En la reaccion de PCR de los alelos S;, S», S3, Sy, S5, S5 y So en las variedades
Summit, Bing, Hedelfingen, Hartland y Burlat con los cebadores PruT2-PruC4R, PruC2-
PruC4R, SI19-S120, S131-S132 y SI31-SI20 se amplificaron fragmentos cuyo tamafo es el
descrito por Tao et al. (1999a) y Wiersma et al. (2001). La amplificacion mediante PCR
para identificar los alelos S de las variedades Pico Colorado, Taleguera Brillante y Vittoria

dio lugar a dos fragmentos en cada variedad; en la variedad Taleguera se observaron dos
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bandas de tamafio desconocido con todos los pares de cebadores; una de ellas produce
tamafios muy parecidos a los del alelo S, excepto con el par PruT2-SI32. En la variedad
Vittoria se observaron una banda de tamafo conocido que corresponde a S y otra banda de
tamafio no descrito previamente con todos los pares de cebadores. De forma similar, en la
variedad Pico Colorado se obtuvo un fragmento correspondiente al alelo Ss y otra banda
que Unicamente fue amplificada con la combinacion de cebadores PruT2-SI32 (ver
Capitulos 4 y 5). Asi, los tamafios de uno de los fragmentos amplificados en la variedad
Taleguera Brillante y el obtenido en la variedad Vittoria son respectivamente 2315 y 1003
pb con los cebadores PruT2-PruC4R, 1834 y 599 pb con los cebadores PruC2-PruC4R,
453 y 409 pb con los cebadores SI31-SI32 y 1906 y 671 con los cebadores SI19-S120. En
la variedad Pico Colorado sélo se pudo identificar el alelo Sg utilizando los cebadores
PruT2-PruC4R, PruC2-PruC4R y SI19-S120. Sin embargo, otro fragmento de 448 pb se
identifico utilizando los cebadores PruT2-SI32. En la variedad Ferrovia, se amplificaron
mediante PCR fragmentos correspondientes al alelo S; y otros fragmentos que
posiblemente correspondan al alelo S;,. Wiersma et al. (2001) definieron fragmentos de
amplificacion de 423 y 1711 pb con los cebadores SI31-SI32 y SI19-SI20 en el cultivar
Schneiders para el alelo S;; (ahora llamado S;,, Tobutt et al., 2001); estos tamafios
coinciden con los tamafios de los fragmentos obtenidos con los mismos cebadores en la
variedad Ferrovia. De hecho, hay indicios de que las variedades Ferrovia y Schneiders
podrian corresponder al mismo genotipo (Balmer, 2001) lo que ha sido comprobado
mediante microsatélites amplificando ADN de ‘Ferrovia’ y de ‘Schneiders’ (a partir de
material proporcionado por K. Tobutt, East Malling, Reino Unido) siguiendo el protocolo
descrito en el Capitulo 2 (Wiinsch y Hormaza, 2002b). Los tamafios de los fragmentos
amplificados con los cebadores PruT2-PruC4R y PruC2-PruC4R son 2065 y 1647
respectivamente. Los fragmentos amplificados cuyo tamafio es diferente de los que han
sido descritos previamente, amplificados en las variedades Vittoria, Pico Colorado y
Taleguera Brillante representarian tres nuevos alelos S que han sido designados S>3, S»4, S2s
respectivamente siguiendo en orden consecutivo la nomenclatura utilizada para otros alelos
S de cerezo identificados recientemente (Tobutt et al., 2001; K.Tobutt, comunicacion

personal).
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Clonado y secuenciacion del ADN genomico de las ribonucleasas S;,, S23, S24 Yy S2s

Con el objetivo de obtener toda la secuencia codificante de estas cuatro posibles
ribonucleasas, las secuencias gendmicas parciales obtenidas después de la amplificacion
con PruT2-PruC4R y PruT2-SI32 fueron utilizadas para aislar las secuencias adyacentes a
estos fragmentos por los extremos 5° y 3’ mediante paseo cromosOmico (‘genome
walking’). Las secuencias gendmicas obtenidas corresponden a cuatro ribonucleasas S
(DDBJ/EMBL/GenBank AY259112, AY259113, AY259114, AY259915; Anexos 5-8). La
presencia de un sitio de restriccion Xhol en la secuencia de ADN, que produciria dos
fragmentos de restriccion de 625 y 1086 pb después de la amplificacion con SI19-S120, tal
y como fue descrito por Wiersma et al. (2001) confirmaria que la secuencia de ADN de la
ribonucleasa obtenida de la variedad Ferrovia/Schneiders corresponde al alelo S;,. Los
alelos S»; y S»4 corresponden a los alelos también identificados en las variedades de cerezo
del Valle del Jerte Ramoén Rachilla, Garrafal, Del Cardito, Pico Colorado Cirino y Virgo
Juliana (ver Capitulo 5, Wiinsch y Hormaza, 2003).

De forma similar a otras ribonucleasas de cerezo (Tao et al., 1999c; Yamane et al.,
2000), en los cuatro alelos secuenciados se identificaron dos intrones (Figura 6.1). El
primer intron esta situado entre el péptido sefial y la proteina, mientras que el segundo
intrén se sitia en la region hipervariable. El tamafo del primer intrén en los cuatro alelos
identificados en este trabajo S, S»;, Sy, ¥y Sos, es de 256, 248, 339 y 292 pb,
respectivamente, mientras que el tamafio del segundo intron es mas variable, siendo 1362,
314, 175 y 1549 pb respectivamente. Todas las uniones intrén/exdn conservan la secuencia
consenso GT/AG que se encuentra en la mayoria de los intrones de plantas y tienen un alto
contenido en AT (66-73%) (Simpson y Filipowitcz, 1996). Por otra parte, tanto las
secuencias como los tamanos de los exones estan mas conservados. Asi, el tamano del
primer exon es de 76 pb (en S»3, S»4y S25) 0 82 pb (en S;2), el tamafio del segundo exon es
de 182 pb (en S24) 0 188 pb (en S;,, S23y Szs) y el tamafio del tercer exén es de 411 pb (en
S>3y S24), 417 pb (en S;;) o 447 pb (en S,s5). La secuencia de aminoacidos de los cuatro
alelos presenta un dominio conservado de ribonucleasa T2 (Sassa et al. 1996) y un
supuesto péptido sefial que comprende aproximadamente los 25 residuos del extremo

amino terminal. Las regiones conservadas (C1, C2, C3, RC4 y C5) definidas por Ushijima
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et al. (1998a) en las ribonucleasas S de otras Rosaceas estan también conservadas en estas

cuatro ribonucleasas y la region hipervariable (RHV) también puede ser identificada.

Figura 6.1. Representacion esquematica del ADN gendmico de 8 ribonucleasas S de cerezo. Las
cajas representan exones, las lineas representan intrones y las flechas representan cebadores de
PCR.
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También se han aislado fragmentos de ADN de 721, 739, 281 y 307 pb de la zona
5’ del supuesto codon de iniciacion de las ribonucleasas S;,, S»3 S24 S2s respectivamente.
Estas secuencias flanqueantes presentan una posible caja TATA conservada a -86, -84, -86
y -92 pb respectivamente del nucledtido ‘A’ del supuesto codon de iniciacion ATG (Figura
6.2). En peral Japonés la caja TATA se identifico 124 pb antes del supuesto codon de

iniciacion mientras que el sitio de iniciacion de la trascripcion esta situado a —91 y/o —92
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(Ushijima et al., 1998b). Por lo tanto, nuestros resultados indican que la regiéon no
traducida en cerezo (Prunoideas) es mds corta que en las Maloideas, aunque seria necesario
analizar esta region en otras especies Prunoideas para confirmar que esta situacion se
conserva en esta subfamilia. La caracterizacion de las regiones flanqueantes de 3
ribonucleasas S de peral Japonés y una de manzano demostré6 que las secuencias 5’
analizadas no contienen ningin motivo conservado ademas de la caja TATA. Esto indica
que la regulacion de la expresion génica puede llevarse a cabo por una region intragénica
0, alternativamente, por una region localizada mas arriba de la region promotora analizada
(Ushijima et al., 1998b). El andlisis de las regiones flanqueantes 5’ de tres ribonucleasas S
de peral Japonés (Norioka et al., 2001) reveld una zona de alta homologia de una longitud
de 200 pb localizada mas arriba de la supuesta caja TATA, siendo esta zona una posible
candidata para regular la expresion de las ribonucleasas S de peral Japonés. En las
ribonucleasas analizadas en este trabajo la similitud entre las secuencias flanqueantes 5’ es
alta hacia abajo de la caja TATA ya que en esta region aparecen 64 nucledtidos
conservados entre las cuatro ribonucleasas. Sin embargo, la similitud es baja hacia arriba
de la caja TATA. La alineacion de las secuencias flanqueantes 5° de las cuatro
ribonucleasas de cerezo y cuatro de peral Japonés (Norioka et al. 2001) no reveld ningiin
motivo conservado; por el contrario, todo parece indicar que las ribonucleasas de cada
especie forman dos grupos muy diferentes y bien diferenciados (Figura 6.2). El motivo tipo
IA (Ficker et al., 1998) conservado en peral Japonés (Norioka et al., 2001) no esta
conservado en las secuencias de cerezo analizadas, aunque un motivo similar se identifico
a —254 pb, en la secuencia de S»;. Otros motivos como el I y el Il (Kaufmann et al., 1991;
Ficker et al., 1998) identificados en las Solandceas, y que parecen estar involucrados en la
regulacion de la expresion génica de las ribonucleasas S no se encontraron en las
secuencias analizadas en este trabajo. Por lo tanto, la poca homologia identificada entre las
secuencias 5’ analizadas de cerezo (Prunoideas) y peral Japonés (Maloideas) confirma la
diferenciacion filogenética entre las ribonucleasas S de estas dos subfamilias (Ma y

Oliveira, 2002).
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Figura 6.2. Alineacion de las secuencias flanqueantes 5’ de las ribonucleasas de cerezo S;,, S2;,
S>4, v Ss5, con las secuencias flanqueantes 5° de las ribonucleasas S5, Ss, S5 y S5 de peral Japonés
(Norioka et al., 2001). Los nucledtidos conservados entre las secuencias de cerezo y entre estas y
las de peral Japonés estan indicados por asteriscos, los espacios estan indicados por guiones. Los
nucleotidos estan numerados a partir del nucleotido ‘A’ del coddn de iniciacion ATG, que esta
numerado como +1. Las posibles cajas TATA de cerezo y peral Japonés (Norioka et al., 2001)
estan subrayadas. El motivo tipo IA (Ficker ef al., 1998) identificado en peral Japonés (Norioka et
al.,2001) y en el alelo de cerezo S;, estan subrayados con dos lineas.

PAS23 TCTTTAATCTTTTGAATATATTAAAA-AAAACAAGGGTTTTTATGATGATTTTTTGTTGT -207

PAS24 TCTTTAATCTTTTGACTATGTTAAAAGAAAACAAGGGTTTCTATGATGATTTCTT - --- -212
PAS25 TCTTTAATCTTTTCAATTTGTTAGAA-AAAACAAGGGTTTTTAT----- TTTTTC----- -208
PAS12 ATGATAATAACGTCTGGATGTCCGCATAAGAACAATGGTTTTATGATGATTTTTT - -~~~ -201
* kk Kk * * x * k% % * * *kk kk% *k*k *
PPS2 ACATGACTAGTTTGAATAAAAAATATTGGAGAAAAAGTAGCTATCA--ATTTATAGAA-- -212
PPS4 ACATGACTAGTTTGAATAGAAA-TAATGGAGCAAAATTTGCTATAA- -ATTTATTGAA-- -223
PPS5 ACATGACTATTTTGAATAGAGA--A------- AAAAATTGCTACAA- -ATTTATAGGA-- -207
PPS3 ACATGACTATTTTGAATAAAGA--A------- AAAAATTGCTACAA- -ATTTATAGAA-- -204
* x * * * % *k*x *

PAS23 TGTTTTGTTTATACACGTATATTTGGGTCTTGAGAAACTAGTGGGAAAAGGT-AACCAAA -148
PAS24 --TTT-GTTTATACATGTATATTTGGTTCTTGAGAAACTTGTGGGAAAAGGT-AACCAAA -156

PAS25 ------- TTCATACATGTATATTTGGTTCTTGAGAAACTTGTGGGAAA -~ - - - - - CCAAA -162
PAS12 ----TTGTTTATAC--------- T----- T-GAGAAACTTGTGGGAAAAGGT-AGCCAAA -161
*k kkkk * * *khkkkhkhkkk *khkhkkkkkk * Kk k kk
PPS2  ----- CATGTGATCGAGTACAAGTGATCATGGATGGGTCAATTACAACTATTTGATCAAC 157
PPS4 ----- CATGTGATCAAATATACGTGATCATGGATGT - TCAATTAAAGGTATTTGGTGGAC -169
PPS5 ----- CATGTGATCAAATACACTTGATCATGGATGA - TCAATTAGAGCTTTTTGATCAAC -153
PPS3 ----- CATGTGATCAAATAGACGTGATCATGGATGC- TCAATTAGAGCTTTT -GATCAAC -151
* * * * k% * * *
PAS23 GTTGGATGTACCTTCGCTTACAATTTGTAAGTGAGAGATTAATTGCGA- - - -~ --—---- -100
PAS24 GTTGGATTTACCTTTGCTCACAATTTCTAAGTGAGAGATTAAT-GCGATAG----- TACA -102
PAS25 GTTGGACG-ACCTTTGCTTACAAGCTGTAAGTAAGAGATTAATTGCGACAG----- TACG -108
PAS12 GTTGGATGTACCTTT- CTTACAATTTATAAGTGAGAGATTAATTGCGACAGGACCGTACA -102
*kkkkk *kkk*k **k kkk*k * kkkkk Kkhkkkkkhkkkkk *kxkkx

PPS2 CCCTTATTTATGGACGAATGTA-CGCATATGCCTACAACCAGA-ACCACAAGAAT-AAGA -100
PPS4 CCCTTATTTATGCATGCATGTA-CGCATATGCCTACAACTAGT-ACTATAAATAT-AAGA -112
PPS5 CCCTTCTTTATGCATGCATGTA-CGTATATGCCTACTAGTAGC-ACTATAAATAT-AAGA -96
PPS3 CCCTTCTTTATGCATGCATGTA-CGTATATGGCTACAAGTAGC-ACTATAAATAT-AAGA -94

* * * %k ok * * * %
PAS23 CCCCATGCGACCTCCTATATAA- - -GCAGCA- - AACACAGTGAGTCGTAGCTCAGAAA-- -47
PAS24 CCCCATTCAACCTCCTATATAA- - -ACAGCA- - AACAAAGTGATTCTTAGCTCAGAAA-- -49
PAS25 ATCCATACAACCTCCTATATAATAAGCAGCA--AACACAGTGAGTCGTAAGTCAGAAA-- -52
PAS12 CCCCATGCAACCTCCTATATAA- - -GCAGCC--AACAAAATGAATCTTAGCTGAGAAA-- -49
XX *X * KFAXAAKA XA Kk k k% * Kk k% XXk *k * *Xhkk Kk k% * Kk Kk Kk Kk
PPS2 GCCTGATTGATCTCCAAT-TGATCCACACCACGGCCACTACTACTTCAAATG-------- -49
PPS4 GCTTAATTGATCTCCAAT-TGATCCGCACCACCACCTATACTACTTGAAAAGTTTTAATC -53
PPS5 GCTTAGTTGATCTCCAAT-TACTCCACACCAG----TCTACTACTCCAAATC-------- -49
PPS3 GCTTATTTGATCTCCAAT-TACTCCACACTA------ CTACTACTCCAAATC-------- -49
* *Xkkk Kk * * * * * *
+1
PAS23 GCCTCTCTCATTCTGTTGTATTTTTT---GCTTTAGTATT----CTCCAAAGTATGGCGA +7
PAS24 GCCTCTCCCATTCTGTTGTATTTCTTATTGCTTGAGTATT----CTCTAA-GTATGTCGA +7
PAS16 GCCTCTCTCATTCTGTTGTATTTCTTGTTGCTTTAGTATTATT-CTCTAA-GTATGGGGA +7
PAS12 GACTCTCTTATTCTGCTGTATTTCTTGTTGCTTTAGTATT----CTCTAA-GTATGGGGA +7
* Kk kkkk *hkhkkhkkk *hkhkkkkkx **k *khkhkk Khhkkkkk *khkk kk Kkkkkk * %
PPS2 GAGGAAATTAGTAATTAATTTGCCTCGC-TCTTGAACAAAT----ATTATTCAATGAGGA  +7
PPS4 GATCTAATTAGTAATTAATCTGCCTCGC-TCTTGAACAAATTAATATTATTCAATGGGAA  +7
PPS5 GGTCAAATTACTCATTAATCTGCCTCGC-TCTTGAACAAAC----ATTATTCAATGGGGA  +7
PPS3 GATCAAATTACTCATTAATCTGCCTCGC-TCTTGAACAAAC----ATTATTCACTAGGGA  +7
* * % * % * *kk Kk * * * *
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Comparacion de las ribonucleasas S;,, S23, S24 y S25 con otras ribonucleasas S del

género Prunus

Se han alineado las secuencias de ADN codificantes inferidas de S5, S23, S>4 v Sas,
con el ADN complementario de otros seis alelos S de cerezo previamente descritos S;, S,
S3, S4 S5 (ahora Sy, Tobutt et al., 2001) y S5 (DDBJ/EMBL/GenBank AB028153,
AJ298311, AB010306, AB028154, AJ298314, AB010305; Tao ef al., 1999a,b; Sonneveld
et al., 2001) y de otras especies de Prunus para las que se ha descrito la region codificante
completa; estos son S, S S. de almendro (DDBJ/EMBL/GenBank AB026836,
ABO011469, AB011470; Tamura et al., 2000, Ushijima et al, 1998a); S;, S; S de
albaricoquero Japonés (DDBJ/EMBL/GenBank AB101438, AB101439, AB101437; Tao et
al., 2002) y S, de guindo (DDBJ/EMBL/GenBank AB050393; Yamane et al., 2001). La
alineacion de estas secuencias reveld similitudes maximas entre secuencias que variaron
entre el 96% (cerezo S4-S24) y €l 66% (cerezo Sy, S;r,-almendro S,), aunque la mayor parte
de las comparaciones dieron valores maximos de 88% siendo Ss y S»4 excepcionalmente
similares. A partir de los datos de las secuencias se construyd un arbol filogenético con las
ribonucleasas S de Prunus analizadas (Figura 6.3), en el que se ve reflejado que, en
general, las secuencias de cerezo analizadas como S;2, S24 y S25 son filogenéticamente mas
préximas a otras secuencias de cerezo como S;, S> y Ss que a otras secuencias de Prunus
como S, de almendro. No obstante, no se produce una separacion clara entre las secuencias
procedentes de diferentes especies lo que apoyaria la hipotesis de que el polimorfismo de
las ribonucleas S de las Rosaceas tuvo lugar con anterioridad a la especiacion (Ishimizu et
al., 1998; Ushijima et al., 1998a). En ese caso, aparecerian nuevos polimorfismos en cada
especie pero al inferir las filogenias de las distintas secuencias la situacion esperada seria la

observada en la Figura 6.3.

Para evaluar las diferencias a nivel proteico, las secuencias de aminoacidos
inferidas de las secuencias de S;,, Sz3 S»24 y S2s fueron comparadas con las secuencias de
aminoacidos de los alelos S de las otras especies de Prunus mencionadas anteriormente
(Figura 6.4). La alineaciéon de las 10 ribonucleasas de cerezo presenta 112 residuos
conservados mientras que la comparacion de las 17 secuencias de Prunus revelo sélo 82

aminoacidos conservados. La similitud entre secuencias de aminoacidos entre las 17
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ribonucleasas de Prunus varia entre 54% (cerezo S»;- almendro S,) y 93% (cerezo Ss-S24).
Como ha sido descrito por Tamura et al. (2000) y Ma y Oliveira (2002), tanto la secuencia
de nucledtidos como la de aminoacidos del alelo S, de almendro, son consistentemente
diferentes de las secuencias de otros Prunus. En general, al igual que con las secuencias de
nucleotidos, se observo una homologia intraespecifica mayor que interespecifica ya que los
alelos de cerezo analizados, S;2, S»3, S>4 y S25, son mas similares a las otras ribonucleasas
S de cerezo (71-93%) que a las ribonucleasas S de Prunus (54-79%). Sin embargo, es
interesante recalcar que los alelos de cerezo S> y Ss son menos similares al alelo de cerezo
S3 (73% y 75%) que al alelo de almendro S (84 y 82%) lo que también corrobora los datos

obtenidos al comparar las secuencias de cDNA de las distintas ribonucleasas.

Figura 6.3. Arbol filogenético inferido por el método del vecino mas préximo realizado a partir de
los alineamientos multiples de las secuencias de nucledtidos del cDNA de las ribonucleasas S de
Prunus utilizando CLUSTAL X 1.8. Las ribonucleasas S, y S, (GenBank AB014073, AB014072) de
peral Japonés fueron utilizadas como grupos externos. Las especies de las que ha sido obtenida
cada secuencia estan representadas por sus iniciales; PA: Prunus avium, PC: Prunus cerasus, PD:
Prunus dulcis, PM: Prunus mume, PP: Pyrus pyrifolia. La longitud de las barras verticales es
arbitraria, mientras que la longitud de las barras horizontales refleja la distancia genética entre
nodos. La barra de escala indica la distancia horizontal equivalente a 0,05 reemplazamiento por
posicion.

PDSa
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Figura 6.4. Alineacion de la secuencia de aminoacidos deducida de las ribonucleasas S de cerezo y
otras especies de Prunus. Las posiciones de los aminoacidos estin numeradas, los residuos
conservados estan indicados por asteriscos y los espacios estan indicados por guiones. Las cinco
regiones conservadas y la zona hipervariable de las Rosaceas (Ushijima et al., 1998a) estan
subrayadas. Las especies de las que ha sido obtenida cada secuencia estan representadas por sus
iniciales; PA: Prunus avium, PC: Prunus cerasus, PD: Prunus dulcis, PM: Prunus mume.

PAS1 MAMLKSSLAFLVLAFAFFFCYVMSSG--SYDYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSKP-RPLQ 57
PAS2 MGMLKSSLAFLVLALAFFLCFIMSTGDGSYDYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSNP-RPLQ 59
PAS3 MAMLKSSLSFLVLGFAFFLCFIISAGDGSYVYFQFVQQWPPTTCRVQKK--CSKP-RPLQ 57
PAS4 MAILKSTLAFLVLAFAFFICYVMSSG--SYDYFQFVQQWPPTNCRVRNK-PCTKP-RPLQ 56
PAS6 MAMLKSSPAFLVLAFAFFLCFIMSNG--SYVYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSSP-RPLQ 57
PAS9 MAMLKSSLALLVLAFAFFFCYVMSSG- -SYDYFQFVQQWPPTNCRVRTK--CSNP-RPLQ 55
PAS12 MGMLKSSLAFLVLAFAFFLCFIMSAGDGSYDYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSNP-RPLQ 59
PAS25 MGMLKSSVAFLVLAFAFFFCYVMSSG--SYDYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSNP-RPLQ 57
PAS23 MAILNSTLAFLVLAFAFFFCYVMSSG--SYDYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSNP-RPLQ 57
PAS24 MSMLKSSLAFLVLAFVFFLCFIMSTG--SYVYFQFVQQWPPATC-IRSNKPCSKH-RPLQ 56
PCSa MVTLKSSLAFLVLAFALFLCFIMSTGDGSYDYFQFVQQWPPATCSLS-RTPCYKP-RPPQ 58
PDSa MAMLKLSLAFHVLAFVLFLCFTMSTG- -SYQYFQFVQQWPPTTCAVS-KQPCYQN--PPS 55
PDSb MAMLKSSPAFLLVAFAFFLCFIMSTG--SYVYFQFVQQWPPTNCRVRIKRPCSNP-RPLQ 57
PDSc MGMLKSSLAFLVLGFAFFFCYVMSSG--SYDYFQFVQQWPPTNCRVRMKRPCSNP-RPLQ 57
PMS1 MAMLKSSLAFLVLAFAFFVCFIMSTGDGSYDYFQFVQQWPPTTCRVRGK--CSNP-RPIQ 57
PMS7 MTTLKSSTALLVLAFAFFFCFIMST-TGSYVYFQFVQQWPPTTCRFSSK--PSNQQRRLQ 57
PMSE MAILKSTLAFLVLAFAFFFCCVMSTG--SYDYFQFVQQWPPTNCKFR---KCSKP-RPLQ 54

L L I I I S ik Kk kKKK KKKKEK K . .

C1
PAS1 NFTIHGLWPSNYSNPTKPSNCNGSKYEDRKVYPKLRSKLKRSWPDVESGNDTRFWEGEWN 117
PAS2 YFTIHGLWPSNYSNPTKPSNCNGSQFDGRKVSPQLRAKLKRSWPDVESGNDTRFWEGEWN 119
PAS3 NFTIHGLWPSNYSNPTMPSNCNGSRFKKELLSPRMQSKLKISWPNVVSSNDTKFWESEWN 117
PAS4 NFTIHGLWPSNYSNPRMPSKCTGSLFNFRKVYPQLRSDLKISWPDVESGNDTRFWESEWN 116
PAS6 YFTIHGLWPSNYSNPRMPSNCTGPQFK-RILSPQLRSKLQTSWPDVESGNDTKFWESEWN 116
PAS9 YFTIHGLWPSNYSNPKMPSNCIGSQFNESKVYPRLRSKLRISWPDVESGNDTKFWGDEWN 115
PAS12 YSTIHGLWPSNYSNPTKPSNCNGLKFEAKKLSPEMQTKLKKSWPDVESGNDTKFWEGEWN 119
PAS25 NFTIHGLWPSNYSNPTMPSNCAGSEFKERKLSPKLRSKLKRSWPDVESGNDPRFWEGEWS 117
PAS23 YFTIHGLWPSNYSNPTMPSNCNGTQFKMONLFPYLRSRLKMSWPDVESGNDTKFWEGEWN 117
PAS24 IFTIHGLWPSNYSNPRMPSNCTGPQFK-RILSPQLRSKLQTSWPDVESGNDTKFWESEWN 115
PCSa IFTIHGLWPSNYSNPKRPSNCRGSLFDSRKVYPQLRLNLKISWPNVKSGNDTEFWESEWN 118
PDSa IFTIHGLWPSNYSKKAWVANCTRTRFN-NSLAPKLEAKLKISWPNVENANYTEFWEREWN 114
PDSb YFTIHGLWPSNYSNPTKPSNCNGSQFNFTKVSPKMRVKLKRSWPDVESGNDTRFWEGEWN 117
PDSc YFTIHGLWPSNFSNPTKPSNCNGTKFDARKVYPEMRSDLKISWPDVESGNDTKFWEDEWN 117
PMS1 IFTIHGLWPSNYSNPTTPSNCIGSQFKESMVSPRLRSKLKRSWPNVEGSNDTRFWEGEWN 117
PMS7 IFTIHGLWPSNYSNPRMPSNCTGSQFNFTKVYPQLRSKLKKSWPDVESGNDTRFWESEWN 117
PMSE RFTIHGLWPSNYSNPTRPSNCTGLQFEARKVYPQLQSDLKISWPDVESGNDTKFWEDEWN 114
deokokok ok ok okokok Lk . Lok .. Lok L k. kkk .k ok kk kK
C2 RHV

PAS1 KHGRCSEQTLNQMQYFEISHDMWVSYNITEILKNASIVPHPTQKWSYSDIVSPIKTATKR 177
PAS2 KHGRCSEQTLNQMQYFERSQONMWRSYNITEILRNASIVPHPTQTWTYSDIVSPIKKATKR 179
PAS3 KHGTCSEQTLNQVQYFEISHEMWNSFNITDILKNASIVPHPTQTWKYSDIVSATIQSKTQR 177
PAS4 KHGRCSEASLNQMQYFERSHAMWISYNITEILKNASIVPSATKNWTYSDIVSPIKRATKR 176
PAS6 KHGTCSKETLNQMQYFERSYAMWMSYNITEILKNASIVPHPTQTWKYSDIVAPIKAATKR 176
PAS9 KHGTCSQRILNQFQYFERSQOMWRSYNITNILKKAQIVPNATQTWSYSDIVSPIKTATNR 175
PAS12 KHGKCSEQTLNQMQYFERSFAMWKSYNITEILKNASIVPHPTQTWKYSDIASPIKAVTKT 179
PAS25 KHGKCSEQTLNQMQYFQRSHEMWQSFNITEILRNASIVPHPTQTWTYSDIVSPIKAVTQT 177
PAS23 KHGTCSERILNIMQYFQRSQAMWKSHNITEILKNASIVPHPTQTWKYSDIVSPIKSATGR 177
PAS24 KHGTCSKETLNQMQYFERSYAMWMSYNITEILKNASIVPHPTQTWKYSDIVAPIKAATKR 174
PCSa KHGRCSEQTLNQMQYFERSDEMWNSYNITEILKKAQIVPNATRTWKYSDILSPTIKAATNT 178
PDSa KHGTCSEQTLDQEEYFQRSHDIWNAYNITNILKKANILPN-GAIWNYSDIVSPIKTVTRK 173
PDSb KHGTCSEGSLNQMQYFERSHEMWYSFNITEILKNASIVPHPTQTWKYSDIVAPIKTATKR 177
PDSc KHGTCSEQTLNQFQYFERSHEMWMSYNITEILKNASIVPHPAKTWTYSDIVSPIKAATGR 177
PMS1 KHGRCSQQTLNQYQYFERSHEMWHFHNITNILKNASIVPHPTQTWTYSDIVSTIKAVTQT 177
PMS7 KHGTCSEEKLNQMQYFERSHEMWNFHNITKILENASIVPSATQKWSYSDIVSATIKARTQT 177
PMSE KHGKCSEQTLNQRQYFERSHAMWTSFNITEILKNASIVPHPKKTWSYSDIVAPIKTATER 174

dkkk kk. k. akk. ok .k kkk _kk .k k.k ko kkkk . k. K

C3 RC4
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PAS1 TPLLRCK----- TDPA----TN----- TELLH--EVVFCYEYHALKQIDCNRTAGCKNPQAISFQ 226
PAS2 TPLLRCK----- QDK------ K----- TQLLH--EVVFCYEYNALKQIDCNRTAGCQNQPAISFQ 226
PAS3 TPLLRCK----- TDPA----HPN--ANTQLLH--EVVFCYGYNAIKQIDCNRTAGCKNQVNILFP 229
PAS4 TPLLRCK----- YDK------ S----- TQLLH--EVVFCYEYDALKQIDCNGTAGCPNQKVISFQ 223
PAS6 TPLLRCK----- QDK------ N----- TVLLH--EVVFCYEYNALKQIDCNRTSGCQNQPAISFQ 223
PAS9 TPLLRCK----SQPKS--Q-AN----- FQLLH--EVVLCFDYNALVHIDCNRTAGCWNNVDIKFQ 226
PAS12 TPLLRCK----- RDHP----NK----- PELLH--EVVLCLDYNGLIQIDCNRTAGCRNQQAISFQ 228
PAS25 TPLLRCKFPPKSQTKS - -QPKSQ--ATSQLLH- -EVVLCYDYDALRLIDCNRTAGCGNQQAISFQ 236
PAS23 TPLLRCK----- QDK------ S----- TQLLH--EVVFCYDYNAIKQIDCNRTAGCGKQRDISFQ 224
PAS24 TPLLRCK----- QDK------ N----- TVLLH--EV-FCYEYNALKQIDCNRTSGCQNQPAISFQ 220
PCSa TPILRCK-PDPAQSKSQPSQPKS-PQKPQLLH--EVVFCYDYHAKKQIDCNR-TGCLN-KDISFQ 237
PDSa MPALRCK----- PDP- - -TKPKNHKISHQLLH- - EVVLCLHYKGRALIDCNR-TACDNNLKILFQ 227
PDSb TPVLRCK----- PDPA- - - -QNKSGPKTQLLH- -EVVFCYEYHALKQIDCNRTAGCWNNVDIKFQ 231
PDSc TPLLRCK----- YDN------ N----- TQLLH--EVVFCYGYKAIKQIDCNR-PGCKNKIDIKFQ 223
PMS1 TPLVRCK----- QHK------ K----- TQLLH--EVVLCFEYKALKQIDCNRTAGCPNQQAISFQ 224
PMS7 TPSLRCK----- RDK------ K----- TQLLHLHEVVLCYEYNALKQIDCNRTATCGNQQAIWFQ 226
PMSE TPLLRCK----- LDK------ K----- TQLLH--EVVFCYEYKAKKQIDCNRTAGCGHQPAISFQ 221

*k  ckkk * k% *k .k * . *kkk Lo* * x

Cs

Las ribonucleasas S,; y S5 tienen intrones de tamafos muy similares (Figura 6.1) y
tanto sus secuencias de nucledtidos como de aminoacidos son también excepcionalmente
similares, lo que indica que ambos alelos pueden haber derivado de un ancestro comun o
que, alternativamente, uno puede haber derivado del otro a través de una serie de
mutaciones. El hecho de que el alelo S5 esté presente en varios genotipos de cerezo
(Boskovi¢ y Tobutt 2001; Sonneveld et al., 2001; Wiersma et al., 2001; Capitulo 4) y que
el alelo S,; solamente ha sido identificado hasta ahora en 4 variedades de una zona
especifica de la peninsula Ibérica (Capitulo 5) sostendria la segunda hipotesis. Estos dos
alelos, sorprendentemente, tienen la misma secuencia de aminodcidos en la zona
hipervariable (RHV) mientras que la region donde se acumulan la mayor parte de las
substituciones de aminoacidos se encuentra a continuacion de la region C1 definida por
Ushijima et al. (1998a), (Figura 6.5). Esta region también es muy variable en todas las
ribonucleasas S de cerezo y Prunus analizadas (Figura 6.4); de hecho, en las ribonucleasas
S de las Solandceas esta region contiene dos de los residuos mas variables identificados
fuera de las zonas hipervariables HVa y HVb (Tsai ef al., 1992). Esta regiéon de gran
variabilidad situada entre las regiones C1 y C2 fue definida como HV1 por Kheyr-Pour et
al. (1990), después de comparar las secuencias de las ribonucleasas S de Nicotiana alata.
Se supone que los residuos mas variables deben estar involucrados en la especificidad
alélica de las ribonucleasas (Tsai et al., 1992), y se ha demostrado que las regiones
hipervariables HVa y HVb de las ribonucleasas S de las Solaniceas juegan un papel clave

en el reconocimiento de polen que lleva el mismo alelo (Matton et al., 1997), aunque otros
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estudios sugieren que este reconocimiento no esta restringido a las zonas HV (Verica et al.,
1998). Otros pares de ribonucleasas de gran similitud han sido descritos en peral Japonés.
En esta especie, las ribonucleasas S3 y S5 tienen 8 substituciones de aminoacidos en una
zona de 70 aminoacidos que incluye la region RHV, y estas diferencias son suficientes
para discriminar entre polen S; y S5 (Ishimizu et al., 1998). Sin embargo, otro par de
ribonucleasas S de gran similitud (5;-S,) tienen las substituciones de aminoacidos
distribuidas por toda la secuencia (Ishimizu et al., 1998). Los resultados obtenidos en este
trabajo, junto con los avances recientes hacia la identificacion del factor S del polen
(Ushijima et al., 2003) y cruces en campo, ayudaran a confirmar si otras regiones de la
secuencia de las ribonucleasas S, que se encuentran fuera de la zona variable RHV en las
Rosaceas, pueden estar involucradas en el reconocimiento especifico entre las proteinas S

del polen y del estilo.

Figura 6.5. Alineacion de las secuencias de aminoacidos de las ribonucleasas Ss y S»4 de cerezo.
Las posiciones de los aminoacidos estan numeradas, los residuos conservados estan indicados por
asteriscos y los espacios estan indicados por guiones. Las cinco regiones conservadas y la zona
hipervariable de las Rosaceas (Ushijima et al., 1998a) estan subrayadas, y la zona variable de las
Solanaceas, HV1 (Kheyr-Pour et al., 1990), esta subrayada con dos lineas.

S6 MAMLKSSPAFLVLAFAFFLCFIMSNGSYVYFQFVQOWPPTNCRVRIKRPCSSPRPLQYFT 60
S24 MSMLKSSLAFLVLAFVFFLCFIMSTGSYVYFQFVQQOWPPATC-IRSNKPCSKHRPLQIFT 59

Kookkkkk hkkkkkk Khkhkkhhkh khkkkhhkhhhhhhk. K .k .. Kkkk_  kkkk *%

C1 HV1

S6 IHGLWPSNYSNPRMPSNCTGPQFKRILSPQLRSKLQTSWPDVESGNDTKFWESEWNKHGT 120
S24 IHGLWPSNYSNPRMPSNCTGPQFKRILSPQLRSKLQTSWPDVESGNDTKFWESEWNKHGT 119

Rk Ik bk b O R R i kR R S

C2 RHV C3

S6 CSKETLNQOMQYFERSYAMWMSYNITEILKNASIVPHPTQTWKYSDIVAPIKAATKRTPLL 180
S24 CSKETLNQMQYFERSYAMWMSYNITEILKNASIVPHPTQTWKYSDIVAPIKAATKRTPLL 178

ER R R R S

RC4

S6 RCKODKNTVLLHEVVFCYEYNALKQIDCNRTSGCONQPAISFQ 223
S24 RCKQDKNTVLLHEVVFCYEYNALKQIDCNRTSGCQONQPAISFQ 220

ER R S S R R

Cs

74



7. CARACTERIZACION GENETICA Y MOLECULAR DEL
CARACTER DE AUTOCOMPATIBILIDAD POLEN-PISTILO EN LA
VARIEDAD DE CEREZO ‘CRISTOBALINA’

INTRODUCCION

La autocompatibilidad es un caracter muy deseable en las variedades de especies
frutales que presentan autoincompatibilidad gametofitica, como el cerezo, puesto que
posibilita el establecimiento de plantaciones monovarietales. Los genotipos
autocompatibles en especies normalmente autoincompatibles pueden ocurrir de forma
natural o artificial, y pueden estar causados por varios factores, como pérdida de la
funcionalidad de los factores del locus S, ya sea del polen, del estilo o de ambos, o factores
externos al locus S, siendo estos la poliploidia y la consiguiente presencia de polen
digénico hetero-alélico, o cambios en el fondo genético del genotipo (De Nettancourt,

2001).

Aunque los casos de mutaciones estilares para el locus S y para un alelo especifico
son raros (De Nettancourt, 2000), estos han sido descritos en varias especies que presentan
autoincompatibilidad gametofitica como Oenothera, Lycopersicum o Pyrus (Lewis y
Crowe, 1954; Royo et al., 1994; Sassa et al., 1997), y su estudio ha ayudado a establecer la
estructura y la funcion del locus S en el estilo (De Nettancourt, 2000). Asi, la
caracterizacion molecular de una mutacion del factor S del estilo, que no afecta al polen
(Sassa et al., 1997) llevo a la conclusion de que genes diferentes controlan la especificidad
alélica en el polen y en el estilo. De forma similar, la observacion de que proteinas S sin
actividad ribonucleasa confieren autocompatibilidad, ayudo a confirmar que la actividad
ribonucleasa es esencial para la expresion de la reaccion de incompatibilidad en el estilo

(Royo et al., 1994).

Por otra parte, también se han descrito distintos mutantes en el sistema de

incompatibilidad gametofitica en los que solamente la funcionalidad del polen esta
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afectada (PPM; ‘Pollen Part Mutants’) y se han propuesto varias causas para explicar este
comportamiento (Brewaker y Natarajan, 1960; Golz et al., 1999; Lewis, 1961; Pandey,
1965). En algunos casos, se ha comprobado que la autocompatibilidad se debe a una
duplicacion del locus S (Brewaker y Natarajan, 1960; Golz et al., 1999) o a una parte de ¢l
(Pandey, 1965); que normalmente se encuentra en un fragmento cromosémico adicional
(‘centric fragment’). Esta situacion fue inicialmente descrita por Lewis (1943, 1947) como
una interaccion competitiva (‘Competitive interaction’) de las proteinas S codificadas por
el polen dialélico, a partir del estudio de genotipos tetraploides autocompatibles de
Oenothera. Asi, en un individuo tetraploide heterocigoto para el locus S, el polen diploide
heterocigoto supera la barrera de incompatibilidad, mientras que el polen diploide
homocigoto no lo hace y, como consecuencia, toda la descendencia es heterocigota para el
locus S. Aunque se ha confirmado la capacidad del polen heteroalélico para superar la
barrera de incompatibilidad (Golz et al., 1999), la explicacion de este comportamiento atin
no esta clara puesto que todavia no se conoce con precision la interaccion entre los factores

S del polen y del estilo en la reaccion de incompatibilidad gametofitica.

Sin embargo, la descripcion de individuos homocigotos para el locus S en la
descendencia de la autofecundacién de genotipos autocompatibles de Oenothera (Lewis,
1961) y la imposibilidad de detectar duplicaciones de factor S del estilo en lineas
dihaploides autocompatibles de Solanum tuberosum (Thompson et al., 1991) indica que la
existencia de polen dialélico y la consecuente interaccion competitiva no es la Unica
explicacion posible para la existencia de mutantes del polen en este sistema de
incompatibilidad. Otra posibilidad seria la mutacion del propio factor S del polen dando
lugar a una ausencia de este factor o de la funcion del mismo. Diferentes estudios (Lai et
al., 2002; Luu et al., 2000; Ushijima et al., 2003; Golz et al., 1999) apuntan a que en la
interaccidn polen-pistilo el modelo que opera puede ser el modelo inhibidor, en el que el
factor S del polen es un inhibidor de las ribonucleasas S (ver Introduccion General).
McCubbin y Kao (2000) sugirieron que, en este modelo, si el factor S del polen tiene que
tener la capacidad de inhibir a todas las ribonucleasas menos a las que tienen su mismo
alelo, entonces el factor S del polen debe tener dos dominios, uno de especificidad para
poder reconocer a las ribonucleasas que tienen su mismo alelo y otro de actividad

inhibidora para inhibir todas las ribonucleasas con otros alelos, e interaccionar de manera
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diferente con unas y otras. Estudios recientes han propuesto dos variantes posibles de este
sistema: en uno de los modelos (Lai ef al., 2002; Ushijima et al., 2003), los dos dominios
estarian en la misma proteina, el factor S del polen, que seria una proteina con un dominio
caja F (F-box protein) codificada por un gen SFB; en el otro (Luu et al., 2000; Luu et al.,
2001), los dos dominios corresponderian a dos proteinas diferentes, una seria un inhibidor
general de la actividad de las ribonucleasas S (RI; RNase inhibitor) y la otra seria el factor
S que funcionaria especificamente en el reconocimiento y ‘proteccion’ de las ribonucleasas
con el mismo alelo. En el modelo inhibidor, una mutacion que implique una supresion o
una pérdida de la funcionalidad del factor S del polen, lo que han sido llamados
‘verdaderos mutantes del polen’, en lugar de mutantes del polen causados por la presencia
de polen heteroalélico, seria una mutacion letal, es decir no se trasmitiria, porque, al no
inhibirse la actividad de ninguna ribonucleasa, los tubos polinicos siempre serian detenidos
y nunca habria fecundacion. Sin embargo, segin el modelo de Luu et al. (2000, 2001) la
existencia de verdaderos mutantes del polen seria posible, porque una mutacion en el factor
S del polen no seria letal, ya que la presencia de la proteina inhibidora permitiria la

fecundacion.

En algunas especies de Rosaceas se han descrito mutantes para el caracter de
autoincompatibilidad y su estudio ha permitido profundizar en el conocimiento de la
reaccion de incompatibilidad polen-pistilo. Sassa et al. (1997) analizaron la variedad
autoincompatible de peral Japonés ‘Osa-Nijisseiki’ (S»S,), cuyo alelo S, es funcional en el
polen pero no en el estilo debido a una supresion cromosdmica que abarca el gen que
codifica la ribonucleasa Sy sin afectar a la expresion del factor S del polen. En almendro, el
mutante ‘Jeffries’ (S.,Ss) puede ser fecundado por polen de cualquier variedad de
almendro, excepto por el suyo y, ademas, el polen de esta variedad no puede fecundar a
ninguna variedad con el alelo S; (Kester er al., 1994). La explicacion de este
comportamiento es que ‘Jeffries’ presenta una supresion del haplotipo S, que abarca mas
alla del locus S'y que incluye los genes S, del polen y del estilo, ademas de una duplicacion
del haplotipo S;, comportandose como si fuera homocigoto para el haplotipo S; (Ushijima

etal., 2001).
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En cerezo, la autocompatibilidad natural es un fendmeno muy poco frecuente
(Tehrani y Brown, 1992) y, como consecuencia, el nimero de variedades autocompatibles
naturales es muy reducido. No obstante, se han desarrollado variedades autocompatibles de
alto interés comercial como ‘Lapins’, ‘Sunburst’ o ‘Sweetheart’ que provienen del mismo
progenitor, la variedad ‘Stella’ (Lapins, 1975). Esta variedad fue obtenida del cruce de
‘Lambert’ y ‘JI2420°, siendo esta ultima una seleccion autocompatible descendiente de
‘Emperor Francis’ polinizada con polen de la variedad ‘Napoleon’ sometido rayos X
(Lewis, 1949; Lewis y Crowe, 1954). Sin embargo, la apuesta del sector productivo por las
variedades autocompatibles de buena calidad estd suponiendo un preocupante
estrechamiento de la base genética del cerezo cultivado que, de hecho, ya es limitada en los
cultivares de cerezo de interés comercial (Iezzoni et al, 1990). Por ello, seria de gran
interés el introducir otra fuente de autocompatibilidad en los actuales programas de mejora
de esta especie. Entre las excepciones autocompatibles en cerezo se encuentra la variedad
Cristobalina (Hugard, 1978) también denominada ‘Catorce de Abril’ (Herrero, 1964). Esta
variedad es una mutacion temprana de la variedad Temprana de Sot, encontrada en Sot de
Ferrer, Castellon (Herrero, 1964). Ademés del cardcter de autocompatibilidad,
‘Cristobalina’ posee otras caracteristicas interesantes para su introduccion en programas de
mejora como son una maduracion extremadamente temprana (Figura 7.1.a.), crecimiento

poco vigoroso, rabillo largo o resistencia al agrietado.

Ademas de su interés para los programas de mejora de cerezo, la peculiaridad del
cardcter autocompatible de ‘Cristobalina’ puede permitir avanzar en los estudios de
incompatibilidad no solamente en cerezo sino también en otras especies con
incompatibilidad de tipo gametofitico. Por tanto, el objetivo de este trabajo es caracterizar
la mutacion que confiere el caracter de autocompatibilidad a la variedad Cristobalina con
el fin de determinar a qué factores del locus S o externos a este se debe su comportamiento

autocompatible.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Para establecer las relaciones de incompatibilidad de la variedad Cristobalina con
otros grupos de incompatibilidad descritos en cerezo, esta se cruzo in vivo en el laboratorio
de forma reciproca con las variedades ‘Summit’(S;S;), ‘Gilpeck’(S;S3), ‘Lambert’(S3S,),
‘Burlat’(53S9) y ‘Ramon Oliva’ (Ss59) todas ellas pertenecientes a diferentes grupos de
incompatibilidad. Para establecer si la mutacion de ‘Cristobalina’ se encuentra en el polen
o en el estilo se hizo ademas un cuadro de compatibilidad mediante cruzamientos in vivo
en el laboratorio con las variedades Ambrunés, Pico Negro, Duroni 3 y Hartland ya que
todas presentan los mismos alelos de incompatibilidad que ‘Cristobalina’, S3Ss (ver
Capitulo 4). Para evaluar las descendencias y la naturaleza de la mutacion se hicieron
cruzamientos reciprocos en campo con una variedad con los mismos alelos ‘Ambrunés’,
con una variedad con el alelo S; [‘Lambert’ (S3S4)] y con otra con el alelo Ss [‘Ramon
Oliva’ (S559)]. Adicionalmente, para estudiar la segregacion fenotipica del caracter de
autocompatibilidad se utilizé una poblacion de 41 individuos de cuatro afios de edad
descendiente del cruzamiento de ‘Brooks’ (S;Sy) x ‘Cristobalina’ (S354). El material de la
poblacion de ‘Brooks’ x ‘Cristobalina’ fue recogido de la finca ‘Santa Béarbara’ situada en
la localidad de Caspe en la provincia de Zaragoza y el resto del material vegetal fue
recogido del Servicio de Investigacion Agroalimentaria de la Diputaciéon General de

Aragon en Zaragoza.

Extraccion de ADN genomico e identificacion de alelos S en las descendencias

El ADN genoémico de los individuos de las descendencias fue extraido directamente
de los embriones maduros de los frutos o de las hojas, en el caso de poblaciones en estado
de plantula o arboles adultos, utilizando el protocolo descrito en el Capitulo 2. Los alelos §
de las descendencias de cada cruzamiento fueron identificados mediante PCR utilizando
los pares de cebadores T2-C4R, C2-C4R (Tao et al., 1999a) siguiendo el protocolo descrito
en el Capitulo 4.
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Clonado y secuenciacion del ADN genomico de las ribonucleasas S; y S de la

variedad Cristobalina

Los genes de las ribonucleasas S3 y S5 de ‘Cristobalina’ fueron clonados a partir de
fragmentos amplificados mediante PCR utilizando los pares de cebadores S3F1
(AAAGCCTTCCCCCACTCTATT) - S3R1 (GCTCAAACTCTTCTTATTT) y S6F1
(AAGCCTCTGATCCCATTCTGT) - S6R1 (CCAAACCATACTATACTTT). Estos
cebadores fueron disefiados a partir de la secuencia de cDNA de los alelos S; y Ss
(DDBJ/EMBL/GenBank AB010306, AB010305) (Tao et al., 1999a) y abarcan toda la
zona codificante de estas dos ribonucleasas. El clonado y secuenciaciéon de estos
fragmentos de ADN fue llevado a cabo de acuerdo con el protocolo descrito en el Capitulo

6.

Cruzamientos y observacion microscopica de tubos polinicos

Para la obtencion de polen tanto para cruzamientos in vivo en el laboratorio como
en campo, se recogieron flores en estado de boton globoso (Figura 7.1.b.). De estas se
separaron las anteras que se dejaron secar durante 24 horas a temperatura ambiente en una
bandeja de papel. Pasado este tiempo y después de observar la dehiscencia de las anteras,
¢éstas fueron coladas con un pincel a través de una malla de 0,26 mm para separar el polen.

El polen se almacen6 a —20°C hasta su utilizacion.

Los cruzamientos in vivo en el laboratorio fueron realizados con flores recogidas en
estado de boton globoso, emasculadas y colocadas en espuma de florista himeda. Se
colocaron 20 flores por cruzamiento y fueron polinizadas 24 horas después de su
emasculacion con un pincel utilizando el polen previamente recogido. Los pistilos de las
flores fueron fijados en FAA (formaldehido: acido acético: 70% etanol; 1:1:18 ) (Johansen,
1940) a los 5 dias de su polinizacién y guardados a 4°C hasta su preparacion para la
observacion al microscopio. Para los cruzamientos en campo se emascularon manualmente
las flores en estado de botdn globoso en el propio arbol (Figura 7.1.c) y se polinizaron 24

horas después, con un pincel utilizando el polen recogido con anterioridad (Figura 7.1.d.).
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Para la observacién microscopica de los tubos polinicos de los pistilos fijados de
los cruzamientos in vivo en el laboratorio, estos fueron lavados 3 veces durante 1 hora en
agua destilada. Posteriormente se lavaron durante 24 horas en sulfito sddico al 5%, y se
esterilizaron durante 12 minutos a 1,1 kg/cm?® (Jeffries y Blecher, 1974) en solucién de
sulfito sdédico limpia. Posteriormente los pistilos fueron aplastados entre portaobjetos y
cubreobjetos con una solucion de azul de anilina al 0,1% en 0,1 N PO4K; para la tincion de
callosa (Linskens y Esser, 1957). Las preparaciones se guardaron en bandejas con papel
hiimedo a 4°C y se dejaron tifiendo durante al menos 24 horas. Las preparaciones se
observaron al microscopio de fluorescencia de luz incidente para luz violeta Ortolux II con
filtro excitador BP 355-425 vy filtro bloqueador LP 460. Se consideraron cruzamientos
compatibles aquellos en los que habiendo germinado cantidad suficiente de polen en el
estigma (Figura 7.2.a. y 7.2.b.) y de tubos polinicos en el estilo (Figura 7.2.c.), en la mayor
parte de las flores observadas los tubos polinicos llegaron al ovario (Figura 7.2.d.), e
incompatibles aquellos para los que en la mayor parte de flores observadas los tubos

polinicos se detuvieron antes de llegar al ovario (Figura 7.2.¢e.).
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Figura 7.1.

a. Variedades de cerezo, con
‘Cristobalina’ en primer plano,
destacando el considerable
adelanto en su ciclo fenologico
respecto a otras variedades.

b. Flores en estado de boton
globoso, en el que se recoge
el polen y se emasculan las
flores.

¢. Flores emasculadas, listas
para ser polinizadas.

d. Flores varios dias después de
la polinizacién manual, en las
que se observa el desarrollo
inicial de los frutos




Figura 7.2.

a. Estigma con polen germinado.
Tincidn con azul de anilina.

Barra =200 um.

b. Grano de polen germinado en el
estigma. Tincidn con azul de anilina.
Barra = 30 um.

c. Estilo con tubos polinicos. Tincién
con azul de anilina.

Barra =200 um.

d. Tubos polinicos llegando al ovario
en un cruzamiento compatible.
Tincidn con azul de anilina.

Barra = 80 um.

e. Tubo polinico detenido en el estilo
en un cruzamiento incompatible.
Tincidn con azul de anilina.

Barra =20 um.
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RESULTADOS

Relaciones de incompatibilidad polen-pistilo entre ‘Cristobalina’ y otras variedades

Los cruzamientos reciprocos entre ‘Cristobalina’ y las variedades ‘Summit’ (S;52),
‘Gilpeck’ (S;S3), ‘Lambert’ (S3S,), ‘Burlat’ (S3S9) y ‘Ramoén Oliva’ (S5S9) realizados in
vivo en el laboratorio y observados en el microscopio fueron todos compatibles,
confirmando asi que ‘Cristobalina’ pertenece a un grupo diferente de incompatibilidad que
el resto de variedades. Los cruzamientos realizados in vivo en el laboratorio y observados
en el microscopio entre ‘Cristobalina’ y las variedades ‘Ambrunés’, ‘Pico Negro’, ‘Duroni
3> y ‘Hartland’ asi como las autofecundaciones y los cruces entre estas (Tabla 7.1)
confirmaron que ‘Cristobalina’ es autocompatible y que ‘Ambrunés’, ‘Pico Negro’,
‘Duroni 3’ y ‘Hartland’ son autoincompatibles. Teniendo en cuenta que mediante PCR las
cinco variedades presentan los mismos alelos S, el cuadro de cruzamientos confirma
ademas que las variedades Ambrunés, Pico Negro, Duroni 3 y Hartland pertenecen al
mismo grupo de incompatibilidad ya que todos los cruzamientos entre ellas son
incompatibles. Los cruzamientos en los que ‘Cristobalina’ fue utilizada como parental
masculino y las otras cuatro variedades fueron utilizadas como parental femenino fueron
todos compatibles mientras que los reciprocos, es decir, en los que ‘Cristobalina’ es el

parental femenino y las otras cuatro son el parental masculino, fueron incompatibles.

Tabla 7.1. Cuadro de compatibilidad de variedades del Grupo VI de incompatibilidad incluyendo
‘Cristobalina’. Cruces realizados in vivo en el laboratorio y observados con microscopia de
fluorescencia. +: cruce compatible, -: cruce incompatible.

3
Cristobalina | Ambrunés | Pico Negro | Duroni 3 | Hartland
Cristobalina + - - -
Ambrunés + - - -
Pico Negro + - - -
Duroni 3 + - - - -
Hartland + - -
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Caracterizacion molecular de las ribonucleasas S; y S5 de ‘Cristobalina’

En la variedad Cristobalina, los analisis de PCR utilizando los cebadores
conservados de las ribonucleasas S de cerezo amplifican fragmentos correspondientes a los
alelos S3 y S (ver Capitulo 4). Para comprobar la identidad de estos fragmentos, las
ribonucleasas de S3 y S5 de ‘Cristobalina’ fueron amplificadas mediante PCR con los pares
de cebadores S3F1-S3R1 y S6F1-S6R1 respectivamente, y los fragmentos obtenidos de
1474 y 1304 pb fueron clonados, secuenciados y comparados con las secuencias ya

caracterizadas de estas dos ribonucleasas (Tao et al., 1999a; Sonneveld et al., 2001).

La secuencia de aminoéacidos deducida de la secuencia de nucledtidos de la
ribonucleasa S; de ‘Cristobalina’ es practicamente idéntica a la secuencia de aminoacidos
deducida del cDNA de las ribonucleasas S3, identificadas en la variedad Satonishiki (S3Ss)
(DDBJ/EMBL/GenBank AB010305; Tao ef al., 1999a) y en la variedad Napoleon (S3Sy)
(DDBJ/EMBL/GenBank AJ298312; Sonneveld et al., 2001), ya que la secuencia de ADN
de la ribonucleasa S; de ‘Cristobalina’ difiere de la secuencia S3; de ‘Satonishiki’ y
‘Napoleon’ en tinicamente dos nucledtidos. Por otra parte, la comparacion de la secuencia
genomica obtenida de la ribonucleasa S; de ‘Cristobalina’ con la secuencia gendmica de la
ribonucleasa S; de ‘Satonishiki’ (DDBJ/EMBL/GenBank AB031816; Tao et al. 1999b)
reveld 5 nucledtidos adicionales diferentes situados en las secuencias de ADN de los

intrones.

La secuencia de aminodcidos deducida de la secuencia de la ribonucleasa S5 de
‘Cristobalina’ es idéntica a la secuencia de aminoacidos deducida del cDNA de la
ribonucleasa Ss identificada en ‘Satonishiki’ (DDBJ/EMBL/GenBank AB010306; Tao et
al., 1999a) y ambas difieren de la de ‘Colney’ (S9Ss) (DDBJ/EMBL/GenBank AJ298315;
Sonneveld et al., 2001) en 2 aminoacidos, debido a la diferencia de 4 nucleotidos. La
comparacion de la secuencia gendémica obtenida de las ribonucleasa S5 de ‘Cristobalina’
con la secuencia gendmica de la ribonucleasa S de ‘Satonishiki’ (DDBJ/EMBL/GenBank
ABO031818; Tao et al. 1999b) reveld 3 nucleodtidos diferentes situados en las secuencias de
ADN de los intrones. En cualquier caso, si aceptamos un valor para la tasa de error en las

bases publicas de datos de secuencias de entre 0,037% a 0,29% (Krawetz, 1989) o incluso
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superior (Kristensen et al., 1992), las diferencias encontradas entre las distintas secuencias

de los dos alelos no serian significativas.

Analisis genético de la mutacion de autocompatibilidad de ‘Cristobalina’

Con el objetivo de caracterizar la genética del caracter de autocompatibilidad de
‘Cristobalina’ y comprobar si la mutacion que aporta este caracter se debe a una mutacioén
en el factor S del polen o del estilo y si reside en el alelo S o Sg, se realizd en campo una
autofecundacion controlada de ‘Cristobalina’ y cruzamientos reciprocos con una variedad
con los mismos alelos (‘Ambrunés’; §3Ss), con una variedad con el alelo S; (‘Lambert’;
S354) y con otra variedad con el alelo S5 (‘Ramon Oliva’; SsS9) (Tabla 7.2). De estos

cruzamientos se analizé el genotipo S de las descendencias mediante PCR.

De la autofecundacion controlada de 150 flores de ‘Cristobalina’ se obtuvieron 57
frutos (Tabla 7.2). El genotipo S de estos segregd en tres clases; homocigotos 33,
heterocigotos S35s y homocigotos SsSs, con un niimero de individuos por clase de 19, 31y
7 respectivamente (Tabla 7.2). El analisis de los alelos S de otros 43 frutos de
‘Cristobalina’ recogidos aleatoriamente y que se consideran fecundados por polen de
‘Cristobalina’ puesto que esta variedad es de floracion muy temprana y su época de
floracidon no se solapa con ninguna otra variedad (Figura 7.1.a.), segrego6 en las mismas tres
clases en la relacion 10:26:7 (S355:8354:5655). El cruzamiento de ‘Ambrunés’ x
‘Cristobalina’ dio lugar a 53 frutos de 348 flores polinizadas. La descendencia de este
cruzamiento segregd en las mismas clases que la autofecundacion en la relacion 19:25:3
(8353:5356:5656). Sin embargo, en el cruzamiento reciproco ‘Cristobalina’ x ‘Ambrunés’ no
hubo cuajado en ninguna de las 150 flores polinizadas. La presencia de individuos
homocigotos S; y de homocigotos S5 en la descendencia de la autofecundacion de
‘Cristobalina’ y en el cruzamiento de ‘Ambrunés’ x ‘Cristobalina’, indica que ambos alelos
del polen de ‘Cristobalina’ pueden efectuar la fecundacion. Sin embargo, las proporciones
observadas, no se ajustan a una proporcion esperada de 1:2:1 para una mutaciéon en ambos

alelos del polen de ‘Cristobalina’ (Tabla 7.2).
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En los cruzamientos con ‘Lambert’ (S3S,) y ‘Ramoén Oliva’ (SsS9) como parentales
masculinos y ‘Cristobalina’ como parental femenino se polinizaron 320 y 295 flores
respectivamente de las que se obtuvieron 130 y 110 frutos respectivamente (Tabla 7.2). De
ambas descendencias se analizaron 10 frutos, siendo la segregacion en la poblacién de
‘Cristobalina’ x ‘Lambert’ S35,:5455 (4:6) y la de ‘Cristobalina’ x ‘Ramoén Oliva’ S3S9:S565¢
(7:3). Los cruzamientos reciprocos con ‘Cristobalina’ como parental masculino y
‘Lambert” y ‘Ramon Oliva’ como parentales femeninos dieron lugar a 95 y 138 frutos
respectivamente. Tras la siembra de los embriones, se obtuvieron 41 individuos del
cruzamiento con ‘Lambert’ y no se obtuvo ninguna plantula del cruzamiento con ‘Ramoén
Oliva’, por lo que el cruzamiento no ha podido ser analizado. En la descendencia del
cruzamiento con ‘Lambert’ se obtuvo la segregacion S353:5354:5356:545s (3:0:21:17); esta
proporcion tampoco se ajusta a la proporcion esperada de 1:1:1:1 si ambos alelos de

‘Cristobalina’ estuvieran mutados (Tabla 7.2).

Tabla 7.2. Cruzamientos realizados en campo y segregacion de los genotipos S de las
descendencias analizados mediante PCR. Proporciones esperadas y analisis de chi cuadrado,
cuando ambos alelos del factor S del polen estan mutados.

Q 3 Nr. Segregacion Nr. Prop. Nr. P v
ind. observada obs. esperada  esperado
Cristobalin 57 85385:;:8:386:868s  19:31:7 1:2:1 14:29:14 0,064 5,49
a Cristobalina
8385 8385
Cristobalin 43" 858::8:85:848s  10:26:7 1:2:1 11:21:11 0,316 2,30
a Cristobalina
S3S6 S3S5
Cristobalin 100° S385:8586:868s 29:57:14 1:2:1 25:50:25 0,040 6,46
a Cristobalina
S3S6 S3S5
Ambrunés Cristobalina 47  8353:8;55.5s8s  19:25:3 1:2:1 12:23:12 0,004 11,09
8385 8385
Cristobalin ~ Ambrunés 0
a S3S6 S3S6
Lambert  Cristobalina 41 S385:8456: 21:17:3:0 1:1:1:1  10:10:10:10 8,1x107 31,10
S3S4 S3S6 .'S3S3.'S3S4
Cristobalin Lambert 10 MEAVIRAY 4:6 1:1 5:5 0,819 0,40
a S3S6 S3S4
Ramon Cristobalina 0
Oliva S6S9 S3S5
Cristobalin 10 S389:56S0 7:3 1:1 5:5 0,449 1,60
a Ramoén
S3S6 Oliva S6S9
Brooks Cristobalina 41 AT TAYS 11:12:9:9 1:1:1:1 10:10:10:10 0,883 0,66
S]Sg S3S5 .'S3S9.'S6S9

' Polinizacion libre. *: Ntimero total de individuos de autofecundacion controlada y autofecundacion libre.
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Una hipotesis que podria explicar los resultados obtenidos seria la existencia de un
locus (que denominamos locus M) cuyo producto génico pueda ser epistatico sobre el
factor S del polen. En ese caso, una mutacion del factor M (M*) en el polen, haria que se
produjese fecundacion en presencia de ribonucleasas S en el pistilo con el mismo alelo de
incompatibilidad. Asi, los genotipos esperados en la descendencia de la autofecundacion
de ‘Cristobalina’ bajo la hipotesis de un locus M con un alelo M* ligado al alelo Sj3, se

reflejan en la tabla 7.3.

Tabla 7.3. Genotipos esperados en la descendencia de la autofecundacion de ‘Cristobalina’ para un
alelo M* ligado al alelo S;, que modifica el fenotipo del locus S en el polen y no modifica el
fenotipo del locus S en el estilo.

Polen
Parentales Recombinantes
Gametos S;M* SeM S;M ScM*
Parentales S;M* S3;M*/S;M* NF NF S M*/SM*
SM SsM*/SeM NF NF SsM/SsM*
Estilo | Recombinantes |S;M SsM/S;M* NF NF S;M/SM*
SM* SsM*/SeM* NF NF SsM*/SsM*

NF: no hay fecundacion.

De esta manera, en la descendencia de la autofecundacion de ‘Cristobalina’
existirian individuos homocigotos para los alelos S; y Ss, € individuos heterocigotos para
los dos alelos. Si consideramos que el factor M no tiene ningtn efecto sobre el fenotipo del
factor S en el estilo, podemos estimar la frecuencia de recombinacion (FR) entre los loci §
y M a partir del nimero de homocigotos SsSs. Asi, en la poblacion de 100 individuos
(Tabla 7.2) el nimero de recombinantes homocigotos SsSs es de 14 individuos y el numero
tedrico de individuos en la descendencia seria 200, porque la mitad de los genotipos
posibles, los procedentes de polen SsM y S;M, no llegan a producirse (Tabla 7.3). En ese
caso, FR seria 0,28 y las segregaciones observadas y esperadas en los distintos

cruzamientos se reflejan en la Tabla 7.4.
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Tabla 7.4. Segregaciones observadas de los cruzamientos analizados y analisis de chi cuadrado
cuando la frecuencia de recombinacion entre los loci S y M es de 0,28 y cuando la variedad
Cristobalina ha sido utilizada como parental masculino siendo su genotipo para estos dos loci

SsM*/SeM.

Q 3 Nr. Segregacién Nr. Nr. P 1
indiv. observada obs. esperado
FR=0,28
Cristobalina  Cristobalina 57 8353:8385:5656 19:31:7 20,52:28,5:7,98 0,80 0,45
8385 8385
Cristobalina  Cristobalina 43! 8353:8385:5656 10:26:7 15,48:21,5:6,02 0,22 3,04
S3S5 8385
Cristobalina  Cristobalina 100° 83855:8386:5656 29:57:14 36:50:14 0,31 2,31
S3S5 8385
Ambrunés Cristobalina 47 83855:8386:56S6 19:25:3 16,92:23,5:6,58 0,32 2,30
8355 8385
Lambert Cristobalina 41 S385:8486: 21:17 11,92:11,92:  1x10* 21,29
S35 8386 :8383:858, :3:0 :8,58:8,58
Brooks Cristobalina 41 S;83:8,S6: 11:12: 10,25:10,25: 0,88 0,66
S[Sg S3S6 .'S3S9.'S6S9 :9:9 10,2510,25
Brooks Cristobalina 32° SC:SI 16:16 16:16 1,00 0,00
AYAY) 8385
Brooks Cristobalina 323 S;83-SC:S,84-SC: 5:5: 5.76:2,24: 0,21 11,34
S]Sg S3S5 .'S3S9-SC.'S6S9-SC.' :2:4: :5,76:2,24:
:8,85-S1:8,85-S1: :3:4: :2,24:5,76:
AP S FAVAYSN | 4:5 2,24:5,76

' Polinizacién libre. *: Numero total de individuos de autofecundacién controlada y autofecundacion libre. *:
Individuos para los que se ha observado la reaccion de incompatibilidad o compatibilidad al microscopio.
SC: autocompatible, SI: autoincompatible

Estudio de la transmision del caracter de autocompatibilidad

Para estudiar la correlacion entre los alelos heredados de ‘Cristobalina’ y la
expresion fenotipica del cardcter de autocompatibilidad, se analiz6 el genotipo S mediante
PCR de 41 individuos descendientes del cruzamiento de ‘Brooks’ (S;S¢) x ‘Cristobalina’
(83S6) y el crecimiento de los tubos polinicos de la autofecundacion de cada arbol realizada
en flores in vivo en el laboratorio. Los genotipos de los 41 arboles segregaron en las cuatro
clases esperadas S;553:5,56:5359:59Ss (11:12:9:9), (Tabla 7.2). La observacion de los tubos
polinicos al microscopio revelo la presencia de individuos autocompatibles e individuos

autoincompatibles. Este ensayo fue repetido durante dos afios seguidos y, debido a
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problemas de caracter técnico como la escasez de flores en algunos arboles o afios, s6lo se
han obtenido resultados concluyentes para 32 de los 41 arboles analizados. De estos 32
arboles, 16 de ellos son autocompatibles y los otros 16 son autoincompatibles. De los
arboles que podemos considerar autocompatibles tras el examen de los tubos polinicos al
microscopio, existen 5 arboles con el genotipo S;S3, 5 arboles con el genotipo S;Ss, 2
arboles con el genotipo S3S9 y 4 arboles con el genotipo SoSs. Asimismo de los 16 arboles
autoincompatibles, 3 arboles tienen el genotipo S;S3, 4 el genotipo S;Ss, 4 el genotipo S35y

y 5 el genotipo SoSs.

DISCUSION

En este trabajo se han utilizado diferentes métodos para estudiar el caracter de
autocompatibilidad de la variedad Cristobalina. Los resultados obtenidos indican que
‘Cristobalina’ tiene una mutacién que afecta a la funcion del factor S del polen y no del
estilo, y que esta mutacion no radica especificamente en ninguno de los dos alelos de

incompatibilidad sino que afecta a ambos alelos.

Caracterizacion de la mutacion de autocompatibilidad

Los datos obtenidos indican que la autocompatibilidad en ‘Cristobalina’ no se debe
a una mutacion de la funcion del factor S del estilo ya que, en los cruzamientos realizados
en el laboratorio, ‘Cristobalina’ no puede ser fecundada por variedades con los mismos
alelos de incompatibilidad (Tabla 7.1) y, en los cruzamientos realizados en campo en los
que ‘Cristobalina’ es utilizada como parental femenino con ‘Ambrunés’, ‘Lambert’ y
‘Ramoén Oliva’ como parentales masculinos, la segregacion de las descendencias fue la
esperada para un cruzamiento en el que no hay mutacion en el estilo (Tabla 7.2). En la
descendencia del cruce de ‘Cristobalina’ (S3S5) x ‘Lambert’ (S3S,) no aparece ni el
genotipo homocigoto S3S5; ni el genotipo heterocigoto S;Ss, 1o que indica que so6lo el polen
Sy de ‘Lambert’ es capaz de efectuar la fecundacion y que el polen S; de ‘Lambert’ es
detenido en el estilo. El mismo razonamiento es aplicable al alelo S5 dado que no se

detectd la presencia de individuos SsS5 o S35s en la descendencia del cruzamiento de
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‘Cristobalina’ (S355) x ‘Ramoén Oliva’ (S55¢). Del mismo modo, en el cruzamiento de
‘Cristobalina’ (S355) x ‘Ambrunés’ (S355) no hubo fecundacion, luego ambos tubos
polinicos S3 y Ss de ‘Ambrunés’ fueron detenidos por las ribonucleasas S; y S5 de
‘Cristobalina’. Esta situacion concuerda con el hecho de que la secuencia de aminoacidos
obtenida de las ribonucleasas de ‘Cristobalina’ es la misma que la de las ribonucleasas S; y
Ss caracterizadas en otros cultivares de cerezo y que son capaces de causar una reaccion de

incompatibilidad en presencia de polen con los mismos alelos.

No obstante, los resultados obtenidos cuando ‘Cristobalina’ actia como parental
masculino parecen indicar que el comportamiento autocompatible de ‘Cristobalina’ se debe
a un comportamiento andémalo del factor S del polen. Este hecho se puede deducir de los
resultados de los cruzamientos realizados in vivo en el laboratorio ya que el polen de
‘Cristobalina’ es capaz de fecundar variedades del mismo grupo de incompatibilidad
(Tabla 7.1), y en campo es capaz de fecundar a la variedad Ambrunés (Tabla 7.2). Es decir,
el factor S del polen de ‘Cristobalina’ tiene o estd afectado por una mutacién que le permite
atravesar el estilo en presencia de ribonucleasas con su mismo alelo de incompatibilidad.
Es mas, la presencia de genotipos homocigotos S3 y Ss, tanto en la autofecundacion de
‘Cristobalina’ como en el cruce con la variedad Ambrunés como parental femenino, indica
que tanto el polen S3 como el polen Ss no son inhibidos por la presencia de ribonucleasas
S3 0 Sy que, por lo tanto, los dos factores S del polen de ‘Cristobalina’ presentan un
comportamiento andmalo. Esta hipotesis se corrobora por la presencia en la descendencia
de la poblacion de ‘Brooks’ x ‘Cristobalina’ de individuos autocompatibles que han
heredado el alelo S; y de individuos autocompatibles que han heredado el alelo S5 y que
indica que ambos alelos pueden aportar el caracter de autocompatibilidad, por lo que este
no estaria correlacionado exclusivamente con ninguno de los dos alelos. Sin embargo, si
ambos alelos son capaces de aportar indistintamente el caracter de autocompatibilidad,
toda la descendencia del cruzamiento ‘Brooks’ x ‘Cristobalina’ deberia ser autocompatible
y se han observado tanto individuos autocompatibles como autoincompatibles, lo que
indica que, aunque ambos alelos pueden aportar el caracter de autocompatibilidad, no

siempre es asi.
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La posibilidad de que la autocompatibilidad en la variedad Cristobalina esté
causada por la presencia de un alelo adicional, ya sea por un aumento en la ploidia o por un
fragmento cromosomico, implicaria que la descendencia de la autofecundacion seria
heterocigotica lo que no se corresponde con los resultados obtenidos en este trabajo.
Alternativamente, una duplicacion de solamente parte del locus S, de manera que la
ribonucleasa S correspondiente no hubiera sido duplicada y, por lo tanto, no pueda ser
detectada, podria ser la explicacion de la mutacién que confiere la autocompatibilidad en
‘Cristobalina’. En ese caso la duplicacion del locus S no podria ser detectada con el método
utilizado en este trabajo para identificar el genotipo S de las descendencias, y los genotipos

aparentemente homocigotos podrian ser heterocigotos.

Analisis genético de la autocompatibilidad en ‘Cristobalina’

La proporcion de la segregacion observada en la autofecundacion de ‘Cristobalina’
y en el cruzamiento de ‘Ambrunés’ x ‘Cristobalina’, no se ajusta a la proporcidon esperada
(1:2:1; hom.:het.:hom.) para una mutacion del factor S del polen en ambos alelos (Tabla
7.2). Aunque esta desviacion se puede deber a un niimero escaso de individuos en la
descendencia analizada, el hecho de que la desviacion se produzca en la misma direccion,
favoreciendo al alelo S3, en dos cruzamientos distintos indica que puede deberse a otras
causas. Una podria ser una mayor capacidad competitiva del polen S; durante el
crecimiento en el estilo; de hecho, existen numerosos ejemplos de diferencias en la
capacidad competitiva del polen en distintas circunstancias (Hormaza y Herrero, 1992).
También podria deberse a una seleccion postzigética en detrimento de los embriones
homocigoéticos SsSs. Pero, ademas de la segregacion distorsionada en las descendencias
mencionadas, no toda la descendencia del cruzamiento de ‘Brooks’ x ‘Cristobalina’ es
autocompatible. Por tanto, los resultados obtenidos con segregaciones distorsionadas y
descendencias autoincompatibles son dificiles de explicar bajo la hipdtesis de que ambos
alelos estén mutados y que ambos aporten siempre el cardcter de autocompatibilidad. La
segregacion obtenida en el cruzamiento ‘Lambert’ (S3S,) x ‘Cristobalina’ (S3S5), tampoco
concuerda con esta hipdtesis, ya que en ese caso, si tanto el polen S; como el polen Ss de

‘Cristobalina’ hubieran atravesado el estilo y llegado efectuar la fecundacion, el genotipo

95



Capitulo 7

S3S4 deberia estar presente en la descendencia y las cuatro clases segregantes S;Ss SsSs,
S383, 8354 deberian estar presentes en la misma proporcion (Tabla 7.2). Como en el caso
anterior, varias explicaciones son posibles. Por un lado, un bajo nimero de individuos en la
poblacion estudiada. Por otro lado, una seleccion pre o postzigotica que confiera una
ventaja al polen Ss. Sin embargo, esta hipotesis no concuerda con las segregaciones
obtenidas en los cruzamientos ‘Cristobalina’ x ‘Cristobalina’ o ‘Ambrunés’ x
Cristobalina’ discutidas anteriormente en las que se produce un efecto inverso, que es una

ventaja hacia el polen S;.

Una hipétesis alternativa que podria explicar mas eficientemente los resultados
obtenidos es que exista un locus, al que se le puede nombrar como locus M, que modifique
la funcion del factor S del polen. Cuando el factor M estd mutado (M*), se modificaria la
funcion del factor S del polen de manera que podria efectuar la fecundacion en presencia
de ribonucleasas S con su mismo alelo de incompatibilidad, mientras que si el factor M no
esta mutado, el tubo polinico no supera la barrera de incompatibilidad. Si el genotipo de
‘Cristobalina’ para los loci Sy M fuera S;M*/S¢M, el genotipo de los granos de polen
producidos por ‘Cristobalina’ seria S;M* y SsM o S;M 'y SeM* cuando haya recombinacion
entre los loci Sy M. De forma que en una autofecundacion de ‘Cristobalina’ o en un
cruzamiento con una variedad con los mismos alelos, los gametos con el genotipo SsM 'y
S3M no efectuardn la fecundacion y los gametos con el genotipo S;M* o SsM™ si lo haran
(Tabla 7.3). De esta manera, en la descendencia de la autofecundacion de ‘Cristobalina’
existiran individuos homocigotos para los alelos S; y Ss, e individuos heterocigotos para
los dos alelos. La frecuencia de recombinacion entre los locus S'y M de 0,28, calculada a
partir de los datos de la poblacion de autofecundacion de ‘Cristobalina’, explicaria
correctamente la mayoria de las segregaciones observadas en las descendencias analizadas.
Es mas, explicaria por qué en la descendencia de ‘Brooks’ x ‘Cristobalina’ la mitad de los
individuos son autocompatibles y la otra mitad son autoincompatibles y por qué ambos
fenotipos se dan en las cuatro clases segregantes (Tabla 7.4). Sin embargo, la segregacion
obtenida en la poblacion de ‘Lambert’ x ‘Cristobalina’ tampoco se ajusta a la hipdtesis del
locus M* ligado a S;, aunque la probabilidad aumenta considerablemente de la primera a la
segunda hipotesis, de 8,1 x 107 a 1,0 x 10™ respectivamente (Tablas 7.2 y 7.4). En esta

poblacion la presencia del locus modificador M* explicaria la presencia de un mayor
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nimero de individuos heterocigotos 5355,y S45s que de individuos S3S; y S35, puesto que el
polen con el alelo S5 siempre efectuara la fecundacion independientemente de la presencia
del factor M o M* puesto que no hay no presencia de ribonucleasas Ss en el estilo. Sin
embargo, el polen con el alelo S; solo efectuara la fecundacion cuando esté ligado al factor
M*, dada la presencia de las ribonucleasas S; del estilo de ‘Lambert’. La realizacion de
nuevos cruzamientos entre estas y otras variedades podréa ayudar a confirmar si, en efecto,
las segregaciones obtenidas pueden estar causadas por un locus modificador y establecer

con mayor exactitud la distancia de dicho locus al locus S.

Autocompatibilidad en ‘Cristobalina’, mutantes del polen y modelos de interaccion

polen-pistilo

Si suponemos que la reaccion de incompatibilidad en cerezo se realiza siguiendo el
modelo inhibidor, de acuerdo con el modelo propuesto por Lai ef al. (2002) y Ushijima et
al. (2003), la pérdida de funcionalidad del factor S del polen en los dos alelos de
‘Cristobalina’ seria una mutacion letal ya que ninguna S-RNasa seria inhibida y los tubos
polinicos serian detenidos. Solamente una mutacion en la regién de especificidad alélica
del SFB de ambos alelos, pero no en la regiéon del dominio de inhibicion, desactivaria a
todas las ribonucleasas permitiendo el crecimiento de los tubos polinicos, y explicando asi
la superacion de la barrera de incompatibilidad en esta variedad. Por otro lado, segln el
modelo de Luu et al. (2000, 2001), en ‘Cristobalina’ podria existir una mutaciéon que
inhabilite a ambos factores del polen permitiendo asi que RI (Inhibidor de la Ribonucleasa)
desactive a todas las ribonucleasas y que por lo tanto siempre haya fecundacion. Para
ambos modelos, los dos factores S del polen de ‘Cristobalina’ deberian haber mutado
dando lugar al mismo fenotipo; en el primer caso tendria que existir una mutacion que dé
lugar a la perdida de especificidad simultdnea de ambos factores S del polen y en el
segundo tendria que existir una supresion cromosdémica o una mutacion de la expresion del
factor del polen S pero no de RI. Sin embargo, si partimos de la base de que la tasa
espontanea de mutacion del locus S en cerezo es baja (0,3-2,5 x 10 granos de polen ) en
comparacion con su diversidad alélica (Lewis, 1948), y que las mutaciones hacia la

autocompatibilidad en cerezo son muy escasas (Tehrani y Brown, 1992), es muy
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improbable que ambos alelos S del polen hayan mutado al mismo tiempo en una tUnica

variedad.

Factores externos al locus S, o loci modificadores, que modifican la respuesta de
incompatibilidad también han sido descritos en varios trabajos (McCubbin y Kao, 2000).
La mayoria de estos factores han sido descritos en Solandceas y su efecto estd implicado en
la modificacion de la respuesta estilar. Sin embargo, Thompson et al. (1991) propusieron la
existencia de un locus modificador (I), no relacionado con el locus S, y que afectaria
solamente a la funcién del factor del S polen, para explicar la inexistencia de duplicaciones
del locus S en las lineas autocompatibles de Solanum estudiadas. Esta hipodtesis concuerda
con los resultados obtenidos en este trabajo y la deduccion a partir de éstos de la existencia
del supuesto factor M* descrito en el apartado anterior. Sin embargo, hay que tener en
cuenta, que una modificacion en la expresion del factor S del polen, dentro del modelo
inhibidor sélo podria explicarse mediante un modelo en el que el dominio de inhibicion y
el dominio de especificidad alélica del factor S del polen se encuentren en genes diferentes,
ya que la situacidon contraria seria una mutacion letal. De manera que el supuesto locus M
podria existir en un modelo en el que ambos dominios estén en dos proteinas diferentes,
modificando o suprimiendo la funcion del factor S del polen e impidiendo que este proteja
o reconozca a las ribonucleasas S con su mismo alelo. De esta forma, todas las
ribonucleasas S serian inhibidas por el factor de inhibicion y siempre habria fecundacion.
Aunque estudios recientes apuntan al modelo inhibidor del factor S del polen, también
existe evidencia que apoya el modelo receptor (De Nettancourt, 2001), en el cual los
mutantes del polen puedan ser causados por supresiones del factor S del polen o por

duplicaciones del alelo S.

Con los datos obtenidos en este trabajo se puede descartar la hipdtesis de la
presencia de polen dialélico debido a una duplicacion del gen S que contenga el gen de la
ribonucleasa S, en cuyo caso la duplicacion del locus S solo seria parcial. Ademas, parece
poco probable que ambos alelos de ‘Cristobalina’ hayan mutado simultineamente dando
lugar al mismo fenotipo. Sin embargo, los resultados apuntan a que la superacion de la
barrera de incompatibilidad por cualquiera de los dos factores S del polen de ‘Cristobalina’

puede estar causada por la presencia de un locus M mutado (M*), ligado al alelo Sj3, que
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modificaria la funcidon del factor S del polen permitiéndole superar la presencia de las
ribonucleasas S correspondientes. Esta hipotesis, puede tener cabida en un modelo como el
de Luu et al. (2000, 2001). La profundizacién en el estudio de la autocompatibilidad en
‘Cristobalina’ con nuevos cruzamientos y la caracterizacion molecular en cerezo del gen
SFB descrito en almendro y posible candidato al factor S del polen en GSI (Lai et al.,
2002; Ushijima et al., 2003) y la proteina PhSB1 candidata a factor RI (Sims y Ordanic,
2001) en el modelo de Luu et al. (2000, 2001) puede abrir nuevas expectativas en este

sentido.
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8. DISCUSION GENERAL

Identificacion molecular y relaciones de similitud en variedades y patrones de cerezo

La utilizaciéon de marcadores moleculares tipo microsatélite se esta consolidando
como uno de los métodos mas apropiados para llevar a cabo estudios de identificacion de
genotipos y similitud genética en numerosas especies vegetales (Gupta y Varshney, 2000)
incluidas las especies frutales (Wiinsch y Hormaza, 2002a). En este trabajo, el uso de una
bateria de microsatélites desarrollados en melocotonero (Aranzana et al., 2002; Cipriani et
al., 1999; Sosinski et al., 2000; Testolin et al., 2000) ha permitido establecer la identidad
del genotipo de 104 variedades y 17 patrones de cerezo pertenecientes a distintas especies
e hibridos interespecificos, independientemente de la época del afio o del ciclo fenologico
del arbol. La utilizacion de secuencias de microsatélites desarrollados en una especie
diferente para llevar a cabo la identificacion de variedades de cerezo abre la posibilidad de
utilizar un gran numero adicional de microsatélites que contintian desarrollandose en
melocotonero (Aranzana et al., 2002; Dirlewanger et al., 2002) para llevar a cabo la
identificacion varietal en cerezo y otras especies del género Prunus (Hormaza, 2002;
Serrano et al., 2002). Aunque algunas secuencias se han desarrollado recientemente en
cerezo (Downey y lezzoni, 2000; Cantini et al., 2001), la transportabilidad de los
microsatélites entre especies cercanas reduce la necesidad de identificar estas secuencias
en cada especie del género, lo que va a permitir eliminar uno de los principales limitantes

para una utilizacion mas generalizada de este tipo de marcadores.

La similitud genética entre las variedades analizadas obtenida a partir de los datos
moleculares del analisis con microsatélites, agrupa a estas de acuerdo con su origen
geografico. Asi, las variedades antiguas y parentales de programas de mejora analizadas de
la coleccion del SIA (Zaragoza) se agrupan en variedades originarias del sur de Europa y
variedades originarias de Centro Europa y Norteamérica, lo que se explica teniendo en
cuenta que las variedades del centro y norte de Europa son las que fueron introducidas en
Norteamérica, y han supuesto la base de los programas de mejora en EEUU y Canada.
Asimismo, las variedades locales del Valle del Jerte analizadas se diferencian claramente

del resto de variedades introducidas en esa zona con posterioridad, y de las variedades que
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son producto del cruzamiento entre variedades locales y fordneas. La posibilidad de
diferenciar de una manera fiable y objetiva las variedades tradicionales del Valle del Jerte,
permitira conservar y manejar con eficacia un germoplasma de gran interés por su calidad

de fruto y maduracion tardia.

Por otra parte, el estudio de la variabilidad y similitud genética entre los diferentes
genotipos analizados indica que el cerezo presenta una variabilidad similar a otras especies
de Prunus, como el melocotonero (Sosinski et al., 2000; Testolin et al., 2000), que, sin
embargo, son fundamentalmente autdgamas. Esta situacion podria se puede explicar por la
estrecha base genética de los genotipos cultivados de cerezo, que se hace evidente por el
hecho de la limitada variabilidad de los caracteres de potencial interés econémico en esta
especie (Iezzoni et al., 1990) y porque que todas las variedades autocompatibles cultivadas
o utilizadas en programas de mejora actualmente provienen de la misma variedad, ‘Stella’
(Lapins, 1975). La posibilidad de estudiar la diversidad genética entre las distintas
variedades, patrones y poblaciones mediante el uso de microsatélites beneficiard a los
programas de mejora ayudando a tomar decisiones tanto respecto a los genotipos
parentales para los cruzamientos como al manejo de las colecciones de germoplasma
permitiendo maximizar la diversidad a conservar. En cerezo, esta aproximacion es cada
vez mas importante para mantener la variabilidad existente en el material silvestre en
peligro de extincion que se encuentra esparcido por muchas zonas de Europa y algunos
paises asiaticos. Los microsatélites parecen una herramienta adecuada para abordar estos
objetivos, y seria de interés ampliar este tipo de estudios a las areas donde es necesario

conservar variedades o genotipos de interés antes de que desaparezcan.

Caracterizacion molecular de genotipos S, nuevos alelos de incompatibilidad y

autocompatibilidad en cerezo

El desarrollo de un método de identificacion de alelos S mediante PCR en cerezo
agiliza el proceso realizado tradicionalmente mediante cruzamientos controlados y
complementa otros métodos como el analisis de ribonucleasas estilares (BoSkovi¢ y

Tobutt, 2001) que necesita de la utilizacion de material estilar solamente disponible
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durante la floracion en primavera y en arboles adultos. La ventaja principal del método
desarrollado, basado en cebadores complementarios a las zonas conservadas de las
ribonucleasas S de cerezo, es que en una reaccion se pueden identificar un gran numero de
alelos y todos los alelos de un mismo genotipo, y simultdneamente, se pueden identificar
nuevos alelos. En los métodos de PCR basados en cebadores alelo-especificos (Sonneveld
et al., 2001) es necesario llevar a cabo una reaccion de PCR para cada alelo, lo que
multiplica el nimero de reacciones por genotipo por el numero de alelos posibles. Ademas,
la utilizacion de cebadores alelo-especificos disminuye considerablemente la probabilidad
de identificar nuevos alelos. Sin embargo, el uso de enzimas de restriccion para diferenciar
alelos después de la amplificacion con cebadores de las zonas conservadas, lo que ha sido
denominado PCR-RFLP (Yamane et al., 2001), puede ser de gran utilidad para
complementar el método propuesto de identificacion de alelos S mediante PCR con

cebadores conservados.

En este trabajo, la utilizacion del método desarrollado en las colecciones de cerezo
analizadas ha permitido establecer la constitucion alélica S de 90 variedades estudiadas,
entre las que se encuentran algunas variedades de gran interés comercial como son
‘Brooks’ o Marvin 4-70°, cuyo genotipo S no habia sido descrito previamente. Ademas, se
han identificado al menos 6 nuevos alelos de incompatibilidad de los cuales 3 han sido
clonados y secuenciados, corroborando su identidad como ribonucleasas S. Estos alelos
han sido denominados S»;, S»s y S»s y estan presentes en las variedades Vittoria, Pico

Colorado y Taleguera Brillante respectivamente.

A pesar de la utilidad y aplicabilidad del método desarrollado, los cruzamientos
controlados o la observacion al microscopio de estos siguen siendo métodos precisos para
establecer las relaciones de incompatibilidad entre variedades de cerezo, ya que son estos
los que observan el resultado de la reaccion de incompatibilidad entre genotipos. La
identificacion de alelos S mediante PCR, sin embargo, puede ser utilizada para otras
aplicaciones como la identificacion de los alelos de incompatibilidad en descendencias y
los consiguientes estudios genéticos, como ha sido llevado a cabo en este trabajo para las
descendencias del estudio de ‘Cristobalina’, o la seleccion precoz de un alelo S concreto,

como el alelo S; en descendencias de la variedad Stella que es el que aporta la
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autocompatibilidad. Ademads, la identificacion de alelos S mediante PCR puede ser
utilizado como un caracter adicional a la identificacion de genotipos utilizando
microsatélites dado que, de hecho, son alelos de un mismo locus S, y por lo tanto, su
herencia es mendeliana y presentan una alta reproducibilidad. En cualquier caso, el
creciente nimero de alelos de incompatibilidad descritos debe conducir a un consenso
entre los grupos que trabajan en este area para establecer unos criterios comunes que
permitan distinguir inequivocamente los alelos. A medio plazo, una vez que los nuevos
alelos han sido identificados mediante la metodologia descrita en este trabajo, la distincion

inequivoca deberia estar basada en la comparacion de secuencias de ADN.

En este sentido, la comparacion de las secuencias obtenidas de las ribonucleasas
823, S24, S25 'y Si2, con las secuencias de otras 6 ribonucleasas de cerezo previamente
descritas (Tao et al., 1999; Sonneveld et al., 2001) y otras ribonucleasas del género Prunus
ha permitido corroborar que la similitud interespecifica entre estas secuencias es a menudo
mayor que la similitud intraespecifica lo que apoya la hipdtesis de que la divergencia
alélica de este gen fue anterior a la especiacion (Ishimizu et al., 1998; Ushijima et al.,
1998a). Sin embargo, las cuatro secuencias obtenidas en este trabajo son mas similares a
algunas de las secuencias de cerezo previamente descritas que a las secuencias de otras
especies del género, lo que es esperado puesto que la evolucion de las secuencias continua

tras la especiacion.

En este trabajo se han caracterizado por primera vez en una especie del género
Prunus las regiones flanqueantes 5° de las ribonucleasas S identificadas. Dicha
caracterizacion ha revelado que, con excepcion de la caja TATA, en estas no se encuentra
conservado ninguno de los motivos descritos y que se cree juegan un papel en la
regulacion de la expresion de las ribonucleasas S en las Solanaceas (Kaufmann et al., 1991;
Ficker et al., 1998). Por otra parte, su comparacion con las secuencias flanqueantes 5’ de
peral Japonés ha corroborado la poca similitud existente entre las secuencias de ambas
subfamilias (Prunoideas y Maloideas) de las Rosaceas y su diferenciacion filogenética (Ma
y Oliveira, 2002; Ushijima et al., 1998a). Por otra parte, la comparacion de las secuencias
de aminodcidos, derivadas de las secuencias de ADN, de las ribonucleasas S5 y Sy,

muestra que solo difieren en los residuos situados entre las regiones conservadas C1 y C2.
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La comprobacion de que esta zona variable, denominada HV1 en las Solanaceas, puede
tener una funcion en la especificidad alélica de las ribonucleasas S de las Rosaceas puede
ser de gran interés para profundizar en el estudio de la interaccion polen-pistilo en la

reaccion de incompatibilidad en esta familia.

El estudio de la variedad autocompatible ‘Cristobalina’ ha proporcionado un
acercamiento preliminar al conocimiento de las causas que pueden explicar dicho
comportamiento. Los resultados obtenidos se pueden resumir en dos conclusiones
principales; por un lado, que la mutacion que confiere el caracter de autocompatibilidad a
esta variedad radica en el polen y no en el estilo y, por otro, que afecta a los dos alelos
presentes en el polen. La identificacion de mutantes especificos del polen en las Rosaceas
habia sido descrita por Lewis y Crowe en 1954, después de la irradiacion con rayos X. Mas
recientemente, una mutacion similar ha sido descrita para uno de los haplotipos de una
poblacion natural de Petunia axillaris (Tsukamoto et al. 2003). La dificultad de analizar
este tipo de mutaciones radica en que aun no se conoce con exactitud el funcionamiento
del factor S del polen. Asi, varias hipdtesis han intentado explicar este comportamiento
que, puede estar causado por duplicaciones de todo el locus S (Brewaker y Natarajan 1960;
Golz et al., 1999) o solamente por la duplicacion de parte de ¢l (Pandey, 1965, Thompson
et al., 1991), por una mutacion del propio factor S del polen (Lewis, 1961) o por un locus
modificador no relacionado con el locus S (Thompson et al., 1991). En todo caso, las
mutaciones que producen la falta de funcionalidad del factor S del polen convierte a estos
genotipos en una herramienta natural muy util para estudiar la interaccion entre los factores
S del polen y del estilo. Los resultados obtenidos en ‘Cristobalina’ parecen indicar que un
factor distinto al locus S podria estar implicado en la reaccion de incompatibilidad, lo que
supondria el primer caso conocido en Rosiceas. Sin embargo, futuros estudios son

necesarios para corroborar esta hipotesis.

En resumen, en este trabajo se ha aplicado una metodologia molecular tanto para la
identificacion de genotipos y estudios de similitud como para analizar la incompatibilidad
en variedades de cerezo. Ambos métodos se han desarrollado en la coleccion de cerezos
del SIA de Zaragoza y han sido aplicados en la coleccion de cerezos locales del Valle del

Jerte. La identificacion de genotipos y los estudios de similitud estan basados en el
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polimorfismo de los microsatélites y se han utilizado secuencias desarrolladas en
melocotonero. El uso de microsatélites en la identificacion varietal ha permitido establecer
los perfiles de los genotipos de las diferentes variedades y analizar la similitud genética
entre estos, representando este trabajo uno de los primeros analisis en profundidad del
germoplasma y la diversidad genética de cerezo. Los estudios de incompatibilidad estan
basados en la variabilidad alélica de las secuencias gendmicas de las ribonucleasas S
utilizandose secuencias conservadas de estas. La aplicacion de un método de identificacion
alélica S mediante PCR ha permitido complementar la identificacién genotipica, conocer la
constitucion del locus S de variedades de gran interés comercial e identificar nuevos alelos
que han sido clonados y secuenciados. Estas secuencias gendmicas y su comparacion con
otras secuencias de ribonucleasas S han permitido avanzar en el conocimiento de la
variabilidad y la relacion interespecifica de las ribonucleasas del género Prunus. Asimismo
la aplicacion de estas dos metodologias en las variedades locales de cerezo del Valle del
Jerte ha permitido establecer la diversidad y las relaciones de incompatibilidad entre estas
variedades locales, lo que permite disefiar una estrategia de conservacion y manejo de un
germoplasma de gran interés por su diferenciacion, ante la constante introduccion de
variedades mas productivas. Por ultimo, el estudio de la variedad autocompatible
‘Cristobalina’, ha desvelado la existencia de un mutante natural del polen para ambos
alelos de incompatibilidad, lo que supone que esta variedad sea una herramienta muy
valiosa para el estudio de la autoincompatibilidad gametofitica y la identificacion de la

estructura y funcién del factor S del polen en Rosaceas.
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1. Los marcadores moleculares de ADN tipo microsatélite son una herramienta muy
adecuada para la identificacion de variedades y patrones de cerezo debido al gran
polimorfismo que revelan, su codominancia, su buena reproducibilidad y porque
permiten identificar los diferentes genotipos en cualquier época del afio y en

cualquier estado del desarrollo del arbol.

2. La posibilidad de utilizar secuencias de microsatélites en especies relacionadas
permite utilizar un gran numero de microsatélites recientemente desarrollados en
melocotonero para estudiar otras especies de Prunus, como el cerezo, sin necesidad
de identificar nuevos microsatélites en cada especie del género. No obstante, la
conservacion y el polimorfismo de los microsatélites disminuye cuando la distancia

genética entre especies aumenta.

3. El uso de los datos moleculares obtenidos a partir de los microsatélites permite
estimar la similitud genética entre genotipos. En cerezo, la similitud genética entre
genotipos estd correlacionada con su origen geografico y el movimiento del

material vegetal de esta especie.

4. Los cebadores desarrollados a partir de las zonas conservadas de las secuencias de
ADN de las ribonucleasas estilares S permiten identificar y analizar la constitucion
alélica S de genotipos de cerezo, mediante PCR. Este método presenta ventajas
frente a otros métodos moleculares y bioquimicos de identificacion de la
constitucion alélica S ya que no necesita la utilizacion de tejido estilar y se pueden
identificar un gran ntimero de alelos Sy todos los alelos S de un genotipo en la

misma reaccion de PCR.
5. El uso de cebadores conservados en la reaccion de PCR para la identificacion de la

constitucion alélica S en variedades cuyo genotipo no ha sido todavia descrito

permite identificar nuevos alelos de incompatibilidad.
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6.

10.

11.

12.

La secuenciacion del ADN gendmico, incluyendo la region 5°, de las ribonucleasas
de cuatro alelos de cerezo confirma que las caracteristicas estructurales de las

ribonucleasas S de las Rosaceas estan conservadas en la familia.

Aunque para algunas secuencias de ribonucleasas S de Prunus la divergencia
alélica es anterior a la especiacion dentro del genero, en los alelos identificados en
este trabajo la variabilidad intraespecifica es menor que la variabilidad
interespecifica lo que sugiere que en ellos la divergencia puede haber sido posterior

a la especiacion.

La variabilidad molecular de dos ribonucleasas S (S5 y S24) de gran similitud reside
exclusivamente en una zona variable HV1 entre las zonas conservadas C1 y C2. La
confirmacion de que estas variaciones son suficientes para discriminar entre polen
con los dos alelos correspondientes indicaria que la especificidad alélica de las

ribonucleasas S puede residir en la zona HV 1.

La zona promotora que se encuentra en la regién 5’ de las secuencias de ADN de
las ribonucleasas de cerezo solamente tiene conservado un dominio caja TATA y
no contiene ningin dominio similar a los que se cree juegan un papel en la

expresion de las ribonucleasas S en las Solanaceas.

La caja TATA en cerezo se encuentra mas cerca del codon de iniciacion de la
transcripcion que en peral y manzano, lo que parece indicar que la zona no
traducida de las ribonucleasas S de las Prunoideas es mas corta que en las

Maloideas.

La poca similitud entre las secuencias 5° de cerezo y peral Japonés confirma la
diferenciacion filogenética que ha sido descrita entre las ribonucleasas de las

Prunoideas y Maloideas que forman dos clades bien diferenciados.

La variedad de cerezo ‘Cristobalina’ debe el caracter de autocompatibilidad a una

mutacion que afecta a la funcionalidad de los dos alelos S del polen y no del estilo.



Conclusiones

Este genotipo constituye por lo tanto una herramienta muy interesante para el
estudio de la reaccion de incompatibilidad y de la funcion del factor S del polen en

Rosaceas.
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ANEXO 1

PURIFICACION DE ADN DE GELES DE AGAROSA UTILIZANDO
COLUMNAS ‘ULTRAFREE-DA’ (MILLIPORE)

Identificar el fragmento de interés mediante electroforesis en un gel de agarosa
en 1X TAE (40 mM Tris, pH 8,0, 0,1 mM Na, EDTA). Cortar el fragmento de interés
del gel y colocarlo en la parte superior de la columna o ‘Gel Nebulizer’. Centrifugar la
columna a 5.000 g durante 10 minutos y desechar el ‘Gel Nebulizer’ y el filtro
‘Ultrafree-MC’. Precipitar el ADN en 1/10 v de acetato de sodio 3M y 2,5 v de etanol
frio, lavar con etanol al 70%, secar a temperatura ambiente y resuspender en MTE.

Cuantificar el ADN en un gel de agarosa al 1% en 1X TBE o TAE.

ANEXO 2

CLONACION DE FRAGMENTOS DE PCR UTILIZANDO EL PLASMIDO
‘pGEM-T EASY’ (PROMEGA)

1. Purificacion de fragmentos de PCR
Seleccionar, purificar y cuantificar el fragmento de ADN de interés siguiendo el

protocolo descrito en el Anexo 1.

2. Ligacion del fragmento de ADN al plasmido ‘pGEM-T Easy’
Estimar la cantidad necesaria de fragmento de ADN (inserto), en funcion de la
concentracion y el tamafio de este, para llevar a cabo la ligacion al plasmido (vector) en

una proporcion 3/1 (inserto/vector) utilizando la siguiente formula:

[(ng de vector x kb del inserto)/ kb del vector] x 3/1 = X ng de inserto
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Anexos-Protocolos

Ligar el inserto y el vector en 10 pl de volumen total combinando los siguientes
componentes:

I Wl Tampodn de ligacion (10X)

1wl Vector ‘pGEM-T Easy’

1 ul T4 ADN Ligasa

Xyl  Inserto, fragmento de ADN purificado

X ul  Agua estéril hasta completar 10 pl

Incubar a 4°C durante una noche. Purificar mediante una extraccién con butanol,
mezclar 10 pl de ligacion con 40 pl de agua estéril y 500 pl de 1-Butanol. Centrifugar
durante 15 min. a 14.000 rpm, a una temperatura de 4°C y decantar el sobrenadante,

secar el precipitado y resuspender en 4 pl de agua.

3. Transformacion por electroporacion
Mezclar 2 pl de ligacion en 40 ul de células de E.coli competentes, incubar 30
seg. en hielo y aplicar descarga de electroporacion, afiadir 960 pl de medio 2YT' liquido

e incubar en agitacion a 37°C durante 1 hr.

4. Siembra en placas

Después de la incubacidn, sembrar las células transformadas de cada muestra en
tres placas de Petri con 20 ml de medio LB? solido, 20 pl ampicilina (100 mg/ml), 4 pl
de IPTG (0,84 M) y 40 ul de X-GAL (20 mg/ml) cada una. Incubar las placas a 37°C
durante una noche y seleccionar las colonias transformadas. Repicar las colonias
transformadas en placas Petri con el mismo medio, cultivarlas a 37°C durante una noche

y conservarlas a 4°C.

! Medio 2YT: En 900 ml de agua destilada anadir 16 gr de bacto-triptona, 10 gr de
extracto de levadura y 5 gr de NaCl; ajustar el volumen a 1 1 con agua destilada y el pH
a7,0.

2. Medio LB (Luria-Bertani): En 950 ml de agua destilada afiadir 10 gr de bacto-
triptona, 5 gr de extracto de levadura y 10 gr de NaCl; ajustar volumen a 1 I con agua
destilada y el pH a 7,0 con NaOH 5N.
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ANEXO 3

PURIFICACION DE PLASMIDOS UTILIZANDO COLUMNAS ‘PLASMID
MINI KIT’ (QIAGEN)

1. Cultivo de colonias transformadas

Cultivar las colonias transformadas en agitacion a 37°C durante 12-16 hr. en

tubos con 3 ml de medio LB liquido y 6 pl de ampicilina (50 mg/ml).

2. Purificacion de plasmidos

Transferir el cultivo a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y centrifugar el cultivo 2
veces, durante 2 min., a 4°C y 5.000 rpm. Decantar todo el sobrenadante y resuspender
las células en 0,3 ml de tampon P1 (50 mM Tris-Cl, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml
RNasa A). Anadir 0,3 ml de tampon P2 (200 mM NaOH, 1% SDS), mezclar
suavemente de 4 a 6 veces por inversion e incubar a temperatura ambiente durante 5
min. Anadir 0,3 ml de tampon P3 (3 M acetato potasico, pH 8,5) frio, mezclar
suavemente por inversion de 4 a 6 veces e incubar 5 minutos en hielo. Mezclar otra vez,
centrifugar a 13.000 rpm durante 10 min y recuperar el sobrenadante con rapidez.
Mientras tanto, equilibrar la columna afiadiendo 1 ml de tampon QBT (750 mM NaCl;
50 mM MOPS, pH 7,0; 15% isopropanol; 0,15% Triton X-100) y esperar hasta que se
vacie por gravedad; entonces afadir el sobrenadante a la columna y dejarlo filtrar. Lavar
la columna 4 veces con 1 ml de tampon QC (1,0 M NaCl; 50 mM MOPS; pH 7,0; 15%
isopropanol) y llevar a cabo la extraccion de los plasmidos (‘elution’) anadiendo 0,8 ml
de tampon QF (1,25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl, pH 8,5; 15% isopropanol), dejandolo
filtrar por gravedad y recogiendo el filtrado. Finalmente, precipitar el ADN con 0,7 v de
isopropanol a temperatura ambiente, centrifugar a 10.000 rpm durante 30 min. y
decantar el sobrenadante. Lavar el precipitado 2 veces en 1 ml de etanol al 70% y
recuperar el precipitado después de centrifugar durante 10 min a 10.000 rpm. Secar el
precipitado durante 5 min. a temperatura ambiente y resuspender en 20 ul de TE (100
mM Tris-Cl, pH 8,0; 1 mM EDTA). Cuantificar la concentracion del plasmido en un gel

de agarosa al 1% en 1X TAE y tincién con bromuro de etidio.
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ANEXO 4

AISLADO DE SECUENCIAS GENOMICAS ADYACENTES A UNA
SECUENCIA DE ADN CONOCIDA UTILIZANDO EL ‘UNIVERSAL GENOME
WALKER KIT’ (BD BIOSCIENCES CLONOTECH)

1. Digestion de ADN genomico

Digerir cada muestra de ADN gendémico con 4 enzimas de restriccion (Dral,
EcoRV, Pvull, Stul), utilizar la muestra de ADN humano suministrado como control
positivo con la enzima Pvull. Para cada reaccion de digestion combinar los siguientes
componentes:

25 ul  ADN genomico (100 ng/ul)

8 ul  Enzima de restriccion (10 U/ul)
10 ul Tampodn de la enzima de restriccion (10X)

57 ul  Agua desionizada

Mezclar los componentes, incubar 2 hr. a 37 °C, mezclar durante 10 seg y volver a
incubar a 37 °C de 16 a 18 hr. Comprobar que se ha completado la digestion mediante la
electroforesis de 5 pl de reaccion de digestion en un gel de agarosa al 0,5% y tincién

con bromuro de etidio.

2. Purificacion del ADN digerido

Anadir a cada reaccion de digestion 95 pl (1 v) de fenol, mezclar, centrifugar
brevemente para separar la fase acuosa de la fase organica. Recuperar la fase superior
(acuosa) y afiadir 95 ul (1 v) de cloroformo, mezclar, centrifugar brevemente para
separar la fase acuosa de la fase organica. Recuperar la fase superior (acuosa) y
precipitar el ADN en 2 v (190 pl) de etanol al 95 % frio y 1/10 v (9,5 ul) de 3 M NaOAc
(pH 4,5). Mezclar, centrifugar a 15.000 rpm durante 10 min., decantar el sobrenadante y
lavar el precipitado en 100 pl de etanol al 80 %. Centrifugar a 15.000 rpm durante 5

min., decantar el sobrenadante y secar el precipitado a temperatura ambiente. Disolver
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el ADN en 20 pl de TE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA; pH 7,5). Finalmente, cuantificar 1
pl del ADN digerido y purificado en un gel de agarosa al 0,5 % y tincion con bromuro

de etidio.

3. Ligacion de adaptadores

Ligar adaptadores a cada ADN digerido y al control positivo (5 reacciones de
ligacion por muestra de ADN). Para cada reaccion de ligaciéon combinar los siguientes
componentes:

4,0 ul ADN digerido y purificado

1,9 ul Adaptadores (25 pM)

1,6 Il Tampoén de ligacion (10X)

0,5 ul ADN Ligasa T4 (6 U/ul)

Incubar durante una noche a 16 °C. Para detener la ligacion, incubar 5 min. a 70 °C y
anadir 72 pl de TE (10 mM Tris, | mM EDTA; pH 7,4) a cada reaccion. Mezclar

durante 15 seg.

4. Reacciones de PCR para la amplificacion de fragmentos adyacentes

4.1. Diseiio de cebadores

Disefiar 2 cebadores (GSP1 y GSP2) para cada secuencia de ADN conocido y
para cada extremo de la secuencia cuyos fragmentos adyacentes se quieren identificar.
Se utiliza GSP1 en la primera reaccion de PCR y GSP2 en una segunda reaccion de
PCR (‘nested PCR’). Los cebadores deben estar orientados hacia fuera del fragmento de
ADN, deben tener de 26 a 30 nucledtidos con un contenido de GCs del 40 al 60%, no
deben solapar y GSP2 tiene que estar localizado mas alla del extremo 3° de GSP1, es
decir, mas arriba que GSP1 para aislar el fragmento adyacente al extremo 5’ y mas
abajo que GSP1 para aislar el fragmento adyacente al extremo 3’. Ademas, deben estar

localizados lo mas cerca posible a los extremos del fragmento de ADN conocido.
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4.2 Primera PCR

Para cada muestra de ADN conocido y para cada extremo cuyo ADN se quiere
identificar, llevar a cabo 8 reacciones de PCR (1 reaccion por cada enzima de
restriccion utilizada, 2 controles positivos y 2 controles negativos), combinando los

siguientes componentes:

37,8 ul Agua desionizada
5,0 ul Tampon de PCR 7th (10X)
1,0 ul dNTPs (10 mM cada uno)
22 ul Mg(OAc), (25 mM)
1,0 ul Cebador AP1 (10 uM) (complementario a adaptador)
1,0 ul ‘Advantage Genomic Polymerase Mix’ (50X)
1,0 ul Cebador GSP1 (10 uM) en las 4 reacciones con el ADN digerido y en

uno de los controles negativos, y el cebador PCP1 (10 uM) en los dos
controles positivos y en el otro control negativo

1,0 ul ADN digerido y ligado con cada enzima de restriccion, el ADN humano
digerido y ligado en un control positivo y agua en el otro control positivo

y los dos controles negativos.

Poner una gota de aceite mineral sobre las reacciones y comenzar una reaccion de PCR
en un termociclador ‘GeneAmp PCR System 9600’ (PE biosystems) siguiendo el

protocolo siguiente:

7 ciclos: 94°C durante 2 seg.
72°C durante 3 min.
32 ciclos: 94°C durante 2 seg.
67°C durante 3 min.

1 ciclo: 67°C durante 4 min.

Analizar los fragmentos de PCR mediante la electroforesis de 8 pl de cada reaccion de

PCR en un gel de agarosa al 1,5% y tincion con bromuro de etidio.
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4.3 Segunda PCR (‘Nested PCR’)

Si se ha obtenido la amplificacion de fragmentos en las muestras de ADN ligado
en la reaccion de PCR anterior, diluir 1 pl de la primera reaccion de PCR en 49 ul de
agua desionizada y llevar a cabo la segunda reaccion de PCR constituida por los
mismos componentes que la primera reaccion de PCR a excepcion de que se utiliza el
cebador AP2 en lugar de AP1, el cebador GSP2 en lugar de GSP1, el cebador PCP2 en
lugar de PCP1 en los controles y 1 pl de la primera reaccion de PCR diluida en lugar de

el ADN ligado, utilizando el siguiente programa de PCR:

5 ciclos: 94°C durante 2 seg.
72°C durante 3 min.
20 ciclos: 94°C durante 2 seg.
67°C durante 3 min.

1 ciclo: 67°C durante 4 min.

Analizar los fragmentos de PCR mediante electroforesis de 5 pl de cada reaccion de
PCR en un gel de agarosa al 1,5%. Si se han obtenido los fragmentos de interés se
procede a hacer una electroforesis con todo el contenido de la reaccion de PCR para
aislar y purificar el fragmento del gel de agarosa utilizando el protocolo descrito en al

Anexo 1.
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ANEXO 5

Accesion del GenBank AY259115, secuencia gendmica de la ribonucleasa S;, de cerezo.

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES
sourc

gene

CDs

BASE COUNT
ORIGIN
1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081

bankit532

sweet che
Prunus av

Eukaryota; Viridiplantae;

527

rry.
ium

3160 bp
Prunus avium gene for S12-RNase,

Spermatophyta; Magnoliophyta;

Rosidae;

Wunsch, A.

Unpublish

2 (bases 1 to 3160)

Wunsch, A.
Direct Su
Submitted
Montaflana

e

988 a

tacagcgatt
caaaattttt
atggtttcat
ttgtactaga
tattttattt
gtggcttctt
atatagttat
catgcaagaa
tggatgtccg
ttgtgggaaa
aattgcgaca
cttagctgag
tatggggatg
tttcatcatg
tatgcatata
gtatgttcga
tttaataatc
atgtcctctt
ttgtgcaaca

and Hormaza,J.I.
Cloning and characterization of genomic DNA sequences of
self-incompatibility alleles from sweet cherry

ed

and Hormaza,J.I.

bmission

(20-MAR-2003)
Zaragoza 50016,

930,

Location/Qualifiers

1..3160

Streptophyta;
eudicotyledons;
eurosids I; Rosales; Rosaceae; Amygdaloideae;
1 (bases 1 to 3160)

DNA

Unidad Fruticultura,

Spain

/organism="Prunus avium"
/cultivar="Ferrovia"
/db_xref="taxon:42229"

722..3026

/gene="S-RNase"
/allele="812"
join(722..803,1060..1247,2610..3026)
/gene="S-RNasge"
/codon_start=1
/product="S12-RNase"
/translation="MGMLKSSLAFLVLAFAFFLCFIMSAGDGSYDYFQFVQQWPPTNC
RVRIKRPCSNPRPLQYSTIHGLWPSNYSNPTKPSNCNGLKFEAKKLSPEMQTKLKKSW
PDVESGNDTKFWEGEWNKHGKCSEQTLNOQMQYFERSFAMWKSYNITEILKNASIVPHP
TQTWKYSDIASPIKAVTKTTPLLRCKRDHPNKPELLHEVVLCLDYNGLIQIDCNRTAG

CRNQQAISFQ"

635 ¢C

tttagcaata
agaaaatcgc
atgattatga
tttactagga
tattttttat
tgggtttcct
tatcttatct
agcagatagg
cataagaaca
aggtagccaa
ggaccgtaca
aaagactctc
ctgaaatcgt
agcgctggcg
atcagcattg
tgatatatca
taacgcacaa
tttattttca
atggccaccg

510 g

agtgattttc
ttatcacccc
tcatagaagg
aacgtcaaca
tgttgactta
tttttgttta
gaatgtccgc
ggtagtacaa
atggttttat
agttggatgt
ccccatgcaa
ttattctgct
cactcgcttt
atggtgagtt
cgtttttcta
catgacatgc
ctttctttgg
tcectettttt
accaactgca

1026 t

tcgtagttta
caaataagca
ttctaggctt
atagaaacct
gtttacgaaa
tttgttaagt
atgttattat
aatacatggt
gatgattttt
acctttctta
cctcctatat
gtatttcttg
ccttgttcett
gcgttacaat
cttgtatttt
ggtgtattga
ataagtaagt
acttggcagg
gagttcgcat

linear

genomic sequence.

Embryophyta;

SIA-DGA,

1 others

ccaancgggt
ataccaaacg
ctagctatta
tcaaatggtc
gcgttcagcet
ggcttccttyg
catgcggatg
gtccacatga
tttgtttata
caatttataa
aagcagccaa
ttgctttagt
gcttttgctt
cttttgctct
ttgttcagag
cttcacccac
attgggaatt
atcttacgac
caagcgacct

Tracheophyta;
core eudicots;

Prunus.

Ctra.

tgggcttccc
agcacttagc
aatcatcaaa
gctttctttt
aaaggtgcta
tgttatatat
ccattgtaaa
taataacgtc
cttgagaaac
gtgagagatt
caaaatgaat
attctctaag
tcttcttgtg
atatatcctc
aaactattgt
atatttttga
gcttttctge
tattttcaat
tgctccaacc

PLN 20-MAR-2003
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1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
//
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cccggcececatt
cgaagcccag
acttcgtttt
tgaatttatt
aatgaaaccc
aacaaaacat

gcggacctag
ttatatttaa

gggccatggc
cacctccact
cccacaacct
cgtcaccagt
cctcccecagce
cccacaccct
tttgtttgtt
gttgacgaac
ttaattttta
agaagtgacg
aaaaaattat
tgaccttcat
taaaccttgg
tgaatttata
taaaattaaa
ccagctaacc
aatatgtata
cttggccgga
atggtaaatg
tgtggaagtc
cacaaacatg
cgctccttceg
tttgtttgga
atcaacaagc
tttagtacca

cggggtcagt

acaatattcc
taattgcaat
aggttatttt
gcgagttaca
tcaatttata
taaataaagt
tagcttttct
actgatattg
cattgcaggt
gcaaacttgce
tttttcctac
acctctgtca
catgaaacca
ctcctcaaag
tgttatgttt
taaaatttaa
aagatgtgag
aaaactaaac
gggactaaaa
tttattttca
gtattatata
caaaagtata
tttaatactc
cttacatttt
tattgcttgg
cgtggaaagt
ttccgaacag
atacaatatt
gaagtactcg
ttgcaaacgt
ttataatggg
catctcgttt
gtgtaataac
agtaaatact

accatccatg
gggttgaaat
ttattatagg
ttttattctc
gtccatgtag
aaaaagcaat
tttgggggga
tagcagctgc
atgtatgtgg
acctcctccg
acctgccaaa
cctcccaagc
ccctcaccect
tctctgattce
tatttttaaa
ctcgttaata
gtgaaattct
gtacaacaca
tataattcgc
tagtctctag
aaattctgat
attaagggac
agtttaattg
gacccaaaaa
gtgtctcagt
ggcaatgata
acactaaacc
acagagatcc
gacatagcat
gatcacccta
ctgatacaga
caatgaaact
acaaaatgaa
tttgtttttc

gcctatggcece
ttgaggcaaa
gattttaggt
tcaactcaat
tcctttaaaa
gggaaaacat
gtagtaccat
ttaagagtaa
ctccgceccececce
tctagctttt
gtgtaaccaa
ccacaaacac
ccctcaccgce
ccaatcaccc
ttttttgaag
agttcaggaa
taatttaacc
tgatcgagtt
ggacaagttc
cattttatta
gctggtccta
ctatattgta
aagaaaacaa
aaaaaatact
cccctgaaat
caaaattttg
aaatgcaata
ttaaaaacgc
cacccattaa
ataagcctga
ttgactgtaa
attttcgaag
tggcacctaa
taacataaaa

aagtaattat
gaaattggta
taatttggaa
ttttaagttc
taaaaactaa
tattctctca
aatttcaagg
tggttttttc
taagccacta
acctcgagca
gtcaagctcg
cgcaatctct
tcatgaaacg
ctcactcttg
gactacatca
ccatctatcc
ctaagattaa
aaaggcattt
atagatcatt
acataatata
tagttaggca
tacaataaaa
tcttgtccaa
tacgttttac
gcaaaccaaa
ggaaggcgaa
cttcgagcga
ttcaatcgta
agcagtaact
gttgctacat
tcgaacagca
tcataataaa
agtttgcgaa

tcaaacccaa
agtactaatt
caatgacctc
tctcattaaa
agaaccaaaa
accccaactg
ttatatatat
atggagcttg
caaacattca
accccactca
tcgaagaagt
aatctcccac
caccaccaaa
ttttcagttt
actaaaacga
aaacaagcca
cagaaaaatt
aggaactaaa
tactccaaat
cttttttcaa
tatattgttt
tgaccacaat
gaatgaaaat
tttttctcaa
ctgaagaaat
tggaacaaac
tccttcecgcaa
ccacatccga
aaaacaacac
gaagtggtac
ggatgccgaa
gtagtatggt
ttttttttet
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ANEXO 6

Accesion del GenBank AY259112, secuencia gendmica de la ribonucleasa S,, de cerezo.

LOCUS bankit523476 1464 bp DNA linear PLN 20-MAR-2003
DEFINITION Prunus avium gene for S24-RNase, genomic sequence.
ACCESSION ;
KEYWORDS .
SOURCE sweet cherry.
ORGANISM Prunus avium
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots;
Rosidae; eurosids I; Rosales; Rosaceae; Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1464)
AUTHORS Wunsch,A. and Hormaza,J.I.
TITLE Cloning and characterization of genomic DNA sequences of
self-incompatibility alleles from sweet cherry
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1464)
AUTHORS Wunsch,A. and Hormaza,J.I.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (20-MAR-2003) Unidad Fruticultura, SIA-DGA, Ctra.
Montafiana 930, Zaragoza 50016, Spain
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1464
/organism="Prunus avium"
/cultivar="Pico Colorado"
/db_xref="taxon:42229"
gene 282..1464
/gene="S-RNase"
/allele="S24"
CDS join(282..357,697..878,1054..1464)
/gene="S-RNase"
/codon_start=1
/product="S24-RNase"
/translation="MSMLKSSLAFLVLAFVFFLCFIMSTGSYVYFQFVQQWPPATCIR
SNKPCSKHRPLQIFTIHGLWPSNYSNPRMPSNCTGPQFKRILSPQLRSKLQTSWPDVE
SGNDTKFWESEWNKHGTCSKETLNQMQYFERSYAMXMSYNITEILKNASIVPHPTQTW
KYSDIVAPIKAATKRTPLLRCKQDKNTVLLHEVXFCYEYNALKQIDCNRTSGCQNQPA
ISFQ"
BASE COUNT 427 a 288 c 247 g 500 t 2 others
ORIGIN
1 tgttctattc ttttttcttt aatcttttga ctatgttaaa agaaaacaag ggtttctatg
61 atgatttctt tttgtttata catgtatatt tggttcttga gaaacttgtg ggaaaaggta
121 accaaagttg gatttacctt tgctcacaat ttctaagtga gagattaatg cgatagtaca
181 ccccattcaa cctcctatat aaacagcaaa caaagtgatt cttagctcag aaagcctctc
241 ccattctgtt gtatttctta ttgcttgagt attctctaag tatgtcgatg ttgaaatcgt
301 cactcgcgtt ccttgttctt gecttttgttt tcttecttgtg tttcattatg agcactggtg
361 ggttgcatta ccctcttttt ctcgttatat cctatacgct aattagcatg aattgcattt
421 ttctacttct aatgtttaga gaaatatcat gtgtattaga tgatacaggt ggcatgcgct
481 gtattgaatc agcccatatt tttcatttga tctatcgcat aactttgttt ggatgagtaa
541 ctattttggg aattattttt ctgcatggtt tctttcgttt actctgaaag ttgtaccgat
601 aagtgcagta ttcatcattg gaagctaaaa atatgttatt tatacatcac atacttattt
661 aagataccat taaccttctc acaataattc tggcaggatc ttatgtctat tttcaatttg
721 tgcaacaatg gccaccggcc acctgcatac gtagcaacaa accttgctcc aaacaccggc
781 cattacaaat tttcaccatc catggcctat ggccaagtaa ttattcaaac ccgaggatgc
841 ccagtaattg cactggaccg caatttaagc gaatattggt atgtattgtt tcattttgtt
901 ttccacctac cctttagctt ttagttttta ccaaattaga ttgttagtat gaacatatat
961 aatatacttt ttttttataa cattcgtcat ctggttaggc acacacatta ttttgaatat
1021 atatctaagt acaaaattgc ttggatgtct cagtcccctc aactgcgatc caaactgcag
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1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

acatcttggce
aaacatggta
gcaatgngga
ccgacacaaa
acacccctece
tgttatgaat
caaccagcca

cggacgtgga
catgttccaa
tgtcgtacaa
catggaagta
tccgttgcaa
ataatgcgtt
tctcgtttca

aagtggcaat
agagacactt
tattacagag
ctcggacata
acaggacaag
aaagcagatt
ataa

gatacaaagt
aaccaaatgc
atccttaaaa
gttgcaccca
aatactgtgt
gactgtaatc

tttgggaaag
agtacttcga
acgcttcaat
ttaaagcagc
tgttacatga
gaacatccgg

cgaatggaac
gcgatcctac
cgtaccacat
aactaaaaga
agnggtattt
atgccaaaat
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ANEXO 7

Accesion del GenBank AY259113, secuencia gendmica de la ribonucleasa S,; de cerezo.

LOCUS bankit523496 2927 bp DNA linear PLN 20-MAR-2003
DEFINITION Prunus avium gene for S25-RNase, genomic sequence.
ACCESSION ;
KEYWORDS .
SOURCE sweet cherry.
ORGANISM Prunus avium
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots;
Rosidae; eurosids I; Rosales; Rosaceae; Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2927)
AUTHORS Wunsch,A. and Hormaza,J.I.
TITLE Cloning and characterization of genomic DNA sequences of
self-incompatibility alleles from sweet cherry
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 2927)
AUTHORS Wunsch,A. and Hormaza,J.I.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (20-MAR-2003) Unidad Fruticultura, SIA-DGA, Ctra.
Montafiana 930, Zaragoza 50016, Spain
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2927
/organism="Prunus avium"
/cultivar="Taleguera Brillante"
/db_xref="taxon:42229"
gene 308..2859
/gene="S-RNase"
/allele="8S25"
CDS join(308..383,676..863,2413..2859)
/gene="S-RNasge"
/codon_start=1
/product="S25-RNasge"
/translation="MGMLKSSVAFLVLAFAFFFCYVMSSGSYDYFQFVQQWPPTNCRV
RIKRPCSNPRPLONFTIHGLWPSNYSNPTMPSNCAGSEFKERKLSPKLRSKLKRSWPD
VESGNDPRFWEGEWSKHGKCSEQTLNQMQYFQRSHEMWQSFNITEILRNASIVPHPTQ
TWTYSDIVSPIKAVTQTTPLLRCKFPPKSQTKSQPKSQATSQLLHEVVLCYDYDALRL
IDCNRTAGCGNQQAISFQ"
BASE COUNT 880 a 480 c 499 g 1068 t
ORIGIN
1 aatagtatta ggttttaggt tgttgtcttt ttctgtttat ttattatttt ttctttaatc
61 ttttcaattt gttagaaaaa acaagggttt ttattttttc ttcatacatg tatatttggt
121 tcttgagaaa cttgtgggaa accaaagttg gacgaccttt gcttacaagc tgtaagtaag
181 agattaattg cgacagtacg atccatacaa cctcctatat aataagcagc aaacacagtg
241 agtcgtaagt cagaaagcct ctctcattct gttgtattte ttgttgcttt agtattattc
301 tctaagtatg gggatgttga aatcgtcagt cgctttcctt gttcttgett ttgetttcett
361 cttttgttac gttatgagca gtggtgggtt gcattacaat cttttgctct ttatatccta
421 tatgcatgta atcagcattg cgtttttcta cttgtatttt ttattcagag aaactattgt
481 gtgtgttgga tgacatgcag tgtattgaat tcacccacat atttttcatt taatctaacg
541 cacaactttg tttggatgag caagtatttg gtgattgttt ttctgcatgt cctcttttta
601 ttttcttaat cttttgttta ttctgataat tgtttgcaat aagtgcagtc ttattcatca
661 caataatttt ggcaggatct tatgactatt ttcaatttgt gcaacaatgg ccaccgacca
721 actgcagagt tcgcatcaag cgaccttgct ccaatccccg gccattacaa aatttcacca
781 tccatggcct gtggccaagt aattattcaa acccaacgat gcccagtaat tgcgcaggat
841 ctgaatttaa ggaaaggaaa ttggtacgta ttgtttcttt cttagaaatt agcctgtcat
901 ttgaagataa tatacttttt tgaataaaac cttgggtgct agataaaatt ttgatgttgg
961 ttccctgttg ggcacattgt tttgataata tatctaaagt gcaaaattaa aaatacattt
1021 atatggtctt tatttgagat ggctgataat tgttagggcg tcttttgtct gatttagttt
1081 tttttttttt agcatgttag gtttgttgca ctcttgaatt tggtactttg aatgttatgt
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1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881

tgatgttttt
gaagttaatg
cgtatttctc
tcatctaagg
tactagcctc
tttaccttag
tttgattttt
aatttcaatt
ttgctgtgag
aaaagtgttg
aaccagtgcc
tgctttceccett
ttaccaaacg
gcaataccaa
ttcaccattt
tttaaaaata
tacgctgcat
taagagatta
tatgaaaaaa
ttgtaccaat
aagaatgaaa
tggatgtctc
agtggcaatg
cagacactta
attacagaga
tcggacatag
tttcctccaa
catgaagtgg
gcaggatgcg
agtcataata

gttgtattga
aagttgctct
tgcaaggatc
actaaaaatt
cccgcacgcg
aattaaaaaa
tttaaatatg
cttagggcta
agaaatcagc
ttggtattga
tcttcaaaac
tatagctttc
ggctggactt
acgggcacat
tctgccttcet
gaaaaatgtg
cagtaaattt
agtgagtcat
caatattgta
taaaatcgaa
gtctaactat
agtcccccaa
atccaagatt
accaaatgca
tccttagaaa
tatcacccat
agagccagac
tattgtgtta
gaaatcaaca
aagtaactat

tgaaggtaat
ttgataataa
tgcttgattt
ctacaacaca
cttccgegcece
gataatgggt
aaaaagtgtg
gtttggcatt
tgtgagggaa
tttcctecata
tgattcctac
tctcacagca
cccaaatttt
gtttgcatta
gctttatata
gtaagtctaa
gtcattttca
tttgaagttt
ccaatttagc
attcaaggtt
atcccttagg
attgcgatcc
ttgggaaggc
atacttccag
cgcttcaatc
taaagcagta
gaagtctcag
tgattatgat
agccatctcg
ggtttagtat

acattgaagt
taaaaaagta
ttattcttca
tatttataaa
tgtgggagtt
ggttgtgttc
aatttaccat
gctgtgctgt
agcagtttgg
atcagaaaat
ataatcagaa
atttttaata
tttttaaaaa
accaagggta
tatagattta
catttcccectt
tgaacggact
atagggtaaa
caaaatgcat
tgatgaagaa
tttttacttt
aaactgaaga
gaatggagca
cgatcccacg
gtaccacatc
actcaaacaa
cctaagagcc
gcgttaaggce
tttcaataaa
ggtaggtgct

tgctcttttt
catttatatt
tataacacct
atttcattat
cttttttaaa
cataaaaata
attatcctta
aaaaataatc
cgtttggtaa
gattgttgca
aatgaaagca
gtaagtgatt
tcacttatca
ttttctagta
tctatttggc
aaacataata
tgacagaaaa
ttgaaaccaa
ctgcttatct
aaaaaaacaa
ttctcaaaat
gatcttggcce
aacacggtaa
aaatgtggca
cgacacaaac
cacctctcct
aggcgacgtc
tgattgactg
ataatagctt
tgtgtaa

ttgttgttga
tgtagcttaa
catttaaatt
actttattat
aatatttaaa
agatctatta
tttaattaat
gttgtcatat
actttttgtt
taatcattaa
cctcattagce
ttcttacagt
ccccaaataa
ttttgaatgt
atcaattagc
tagcccacct
tcttagaata
tgtactagaa
aatcaaaata
ttttatatta
atgtatatat
tgacgtggag
atgttccgag
gtcgttcaat
atggacctac
tcgttgcaaa
tcagttgtta
taatcgaaca
gctttctaaa
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ANEXO 8

Accesion del GeneBank AY259114, secuencia gendmica de la riboncleasa S>; de cerezo.

LOCUS bankit532525 2039 bp DNA linear PLN 20-MAR-2003
DEFINITION Prunus avium gene for S23-RNase, genomic sequence.
ACCESSION ;
KEYWORDS .
SOURCE sweet cherry.
ORGANISM Prunus avium
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicots;
Rosidae; eurosids I; Rosales; Rosaceae; Amygdaloideae; Prunus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 2039)
AUTHORS Wunsch,A. and Hormaza,J.I.
TITLE Cloning and charcterization of genomic DNA sequences of
self-incompatibility alleles from sweet cherry
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 2039)
AUTHORS Wunsch,A. and Hormaza,J.I.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (20-MAR-2003) Unidad Fruticultura, SIA-DGA, Ctra.
Monta#ana 930, Zaragoza 50016, Spain
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2039
/organism="Prunus avium"
/cultivar="Vittoria"
/db_xref="taxon:42229"
gene 740..1976
/gene="S-RNase"
/allele="823"
CDs join(740..815,1064..1251,1566..1976)
/gene="S-RNasge"
/codon_start=1
/product="S23-RNasge"
/translation="MAILNSTLAFLVLAFAFFFCYVMSSGSYDYFQFVQQWPPTNCRV
RIKRPCSNPRPLQYFTIHGLWPSNYSNPTMPSNCNGTQFKMONLFPYLRSRLKMSWPD
VESGNDTKFWEGEWNKHGTCSERILNIMQYFQRSQAMWKSHNITEILKNASIVPHPTQ
TWKYSDIVSPIKSATGRTPLLRCKQDKSTQLLHEVVFCYDYNATIKQIDCNRTAGCGKQ
RDISFQ"
BASE COUNT 582 a 379 c¢ 376 g 700 t 2 others
ORIGIN
1 ccaccacttg ncagcatcca cccacatgat agcacaaagt tctttcggtg caagttgagce
61 cataatcaac accgatcccc aaaccaattt tggtatattt ggtggttgga ataattaatt
121 ttgtgtgctt gacttgttga gcttgggttt ggttttggat caaagcattg gctagggtgg
181 agttgtgggt cgaggaagtg atgaggtgtt gctggcgatg gttgcgtttc ctttgaggca
241 tcaggaagtc attgttagag cctctaacat tnccatgtgt ggccattgac tttggcagtt
301 ttccgtctta gccttgaaca gcattataga aatcactact acaactctaa tattagaatt
361 gtttctaacc acacaaggta atctttaatc ggtttttgaa catgttacgt tttagctttt
421 gtctttccag tttectgttta tttattaact ggcttccttg tgtttattce tttttettta
481 atcttttgaa tatattaaaa aaaacaaggg tttttatgat gattttttgt tgttgttttg
541 tttatacacg tatatttggg tcttgagaaa ctagtgggaa aaggtaacca aagttggatg
601 taccttcgct tacaatttgt aagtgagaga ttaattgcga ccccatgcga cctcctatat
661 aagcagcaaa cacagtgagt cgtagctcag aaagcctctc tcattctgtt gtattttttg
721 ctttagtatt ctccaaagta tggcgatttt gaactcgaca ctcgctttce ttgttcttgce
781 ttttgctttc ttcttttgtt acgttatgag cagtggtggg tggcattaca accttttgct
841 ctttatatcc tatatgcata tatatatata atcagcattg cgttttacta cttgtatttt
901 ttgttcacag aactattgtg tgtgttcgat gatatatcat atgacatgcg gtgtatttgg
961 tgaatgtttt tctgcctgtc ccctttttat tttcatcatc tttcgtttat tctgataact
1021 gtttgcaata agtgcagtct attgatcaca ataattttgg caggatctta tgactatttt
1081 caatttgtgc aacaatggcc accgaccaac tgcagagttc gcatcaagcg accttgctcc
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1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

aatccccggce
ccaacgatgc
ggatttttct
aaagttgtaa
attcaccagt
tgaaaaaaaa
tattcaccag
ctcagtttcc
atgatacaaa
ttaacataat
agatccttaa
tagtatcacc
agagtactca
ttgactgcaa
atagctacct

cattacaata
ccagtaactg
ttcactcaca
gtacatttat
ttggcgtata
gaagaagtta
tttgacgttt
ttatttacga
attttgggaa
gcaatacttc
aaacgcttca
cattaaatca
gttgttacat
tcgaacagca
tcctaagtca

tttcaccatc
caatgggacg
tttgttttta
atacgcatat
tattcaaaat
cttatcaaat
ctactttttt
tccagactga
ggcgaatgga
cagcgatccc
atcgtaccac
gcaactggaa
gaagtggtat
ggatgcggaa
taataaagta

catggcctat
caatttaaga
gaaattatga
tataatatat
attgtactta
aatcaaaatc
tctcgtaata
agatgtcttg
acaaacatgg
aagcaatgtg
atccgacaca
gaacacccct
tttgttatga
aacaacgtga
gtatgtcttt

ggccaagtaa
tgcagaattt
ggcacatatc
ctgaatcatt
atgagatgat
taactatccc
tgtatatatt
gccagacgtg
tacatgttcc
gaaatcacac
aacatggaag
ccttecgttge
ttataacgca
catctcgttt
accagcccgg

ttattcaaac
ggtatgtgtt
gtaagtatat
taataaatgg
aaaaaactta
gcaatatata
gcttggatgce
gaaagtggca
gaacggatac
aatattacag
tactcggaca
aaacaggata
ataaagcaga
caataaaatt
gccgtcgac



ANEXO 9

Molecular characterisation of sweet cherry (Prunus avium L.) genotypes using peach
[Prunus persica (L.) Batsch] SSR sequences.

Heredity, 2002, 89:56-63.
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Molecular characterisation of sweet cherry (Prunus
avium L.) genotypes using peach [Prunus persica (L.)

Batsch] SSR sequences

A Winsch® and JT Hormaza!?

Wnidad de Fruticultura. Servicio de Investigacion Agroatimentaria. Campus de Aula Dei, Zaragoza Spain

A total of 76 sweet cherry genolypes were screened with
34 microsatellite primer pairs previously developed in peach.
Amplification of SSR loci was obtained for 24 of the
microsatetlite primer pairs, and 14 of them produced poly-
morphic amplification patterns. On the basis of polymor-
phism and quality of amplification, a set of nine primer pairs
and the resulting 27 informative alleles were used to identify
72 genotype profiles. Of these, 68 correspond to unique cul-
tivar genotypes, and the remaining four carrespond to three
cultivars that could not be differentiated from the two original
genotypes of which they are mutants, and two very closely
related cultivars. The mean number of alleles per locus was

3.7 while the mean heterozygosity over the nine pefymorphic
loci averaged 0.49. The results demonstrate the usefulness
of cross-species transferability of microsatellite sequences
allowing the discrimination of different genctypes of a fruit
tree species with sequences developed in other species of
the same genus. UPGMA cluster analysis of the similarity
data divided the ancient genotypes studied infg two fairly
well-defined groups that reflect their geographic origin,
one with genotypes originating in southern Europe and the
other with the genctypes from northem Eurcpe and North
America,

Heredity (2002) 89, 5663 doi:10 1038/sj hdy 6800101

Keywords: cultivar identification; fingerpsinting; SSR transferability; molecular markers; microsateliites

Introduction -

Sweet cherry (Prunus avium L , Rosaceae, 21 = 16) is culti-
vated in temperate regions of the world for its edible
fruit Cherries are thought to have originated around the
Caspian and Black Seas and currently they are found
across mainland Europe and in western Asian areas
(Webster, 1996). Sweet chetry cultivation spread through
Europe in times of the Roman Empire, although they
were not planted extensively until the 16th century
(Watkins, 1976) The spread of sweet cherry cultivation
across western Europe was probably based on dom-
estication of wild individuals that were well adapted to
each area of cultivation A limited number of these cultiv-
ars were taken, by European settlers, to North America
and spread throughout the continent However, since
sweet cherries were not commercially exploited until a
century ago (Hedrick ef al, 1915), most sweet cherry culti-
vars grown today are only a few generations from these
landraces (lezzoni ef al, 1990)

Current breeding objectives have triggered a constant
release of genetically improved genotypes (lezzoni et al

Correspondence: A Wiinsch, Unidad de Fruticultura, Servicio de
Inwestigacicn Agroalimentaria, Compus de Aula Dei Apdo 727 50080
Zaragoza Spuin. E-matl: awunsch@aragob.es

*Current address: Estacion Experimental la Mayora, CSIC, 29750
Algarrobo-Costa Malaga, Spain. E-mail: ihormaza@eelm csic.es
Received 5 June 2001; accepted 14 February 2002

1990; Brown et al, 1996) Precise identification of the exist-
ing sweet cherry cultivars is essential for sweet cherry
orchard establishment, efficient germplasm collection
management, and selection of genotypes in cherry breed-
ing programmes Moreover, efficient characterisation
methods are needed to assess the precious germplasm
still present in eastern: Europe and to study variability in
wild stands scattered through Eurasia.

Cultivar identification has traditionally been based on
morphological traits although DNA markers allow a
more precise identification of plant genotypes and are of
great interest for the characterisation of fruit trees. How-
ever, little work has been dedicated to the identification
of sweet cherry cultivars Thus, Granger ef af {1993) and
Beaver et al (1995) used isozymes to identify unique geno-
type profiles from sweet cherry cultivars whilst Gerlach
and Stosser (1997) ditferentiated sweet cherry cultivars
using RAPD markers

Microsatellite markers (SSR; Litt and Luly, 1989; Tautz,
1989) are becoming the markers of choice for finger-
printing purposes due to their high polymorphism and
reproducibility (Gupta and Varshney, 2000; Wiinsch and
Hormaza, in press) Among temperate fruit tree species,
most microsatellite flanking seguences have been cloned
and sequenced in peach (Prusrus persica {L.) Batsch; Cipri-
ani et al, 1999; Sosinski et al, 2000; Testolin et al, 2000;
Aranzana et al 2002) and apple (Malus x domestica Borkh ;
Guilford et al , 1997; Gianfranceschi et al, 1998; Hokanson
et al, 1998), where they have been used in genotype
identification and the determination of genetic
relatedness One drawback of microsatellites is the



difficulty of their initial isolation. However, once the
primer sequences have been identified, SSR markers can
be easily applied and the flanking sequences are fre-
quently conserved among species and genera (Downey
and fezzoni, 2000; Hormaza, 2002; Yamamoto et al, 2001)
However. studies of cross-species transferability in tem-
perate fruit free species have included limited numbers
of genotypes and studies at a larger scale are required to
validate the widespread use of the currently available
SSR sequences Thus, in this work, we have tested 34
micresatellite primer pairs developed in peach to charac-
terise and study the geretic similarities among 76 sweet
cherry genotypes, including old cultivars obtained from
diverse geographical regions, and new genotypes
released from different cheny breeding programmes

Materials' and methods

Plant material and genamic DNA extraction

Genomic DNA was extracted from 76 sweet cherry geno-
types (Table 1) maintained at the SIA-DGA experimental
orchards located at the Campus de Aula Dei in Zaragoza,
Spain, using a modified version (Hormaza, 1999) of the
DNA extraction protocol described by Doyle and Doyle
(1987) Since low quality DNA was extracted from old
leaves and fresh leaves are only available in spring gen-
omic DNA was extracted from eight to 10 winter buds
coliected during November and December DNA from
fresh leaves collected in spring was compared with that
obtained from winter buds for 10 genotypes Extracted
DNA was quantified spectrophotometricaily and diluted
to 10 ng/pul before PCR amplification

PCR amplification and product electrophoresis

Extracted genomic DNA was PCR-amplified using 34
pairs of microsatellite primers developed in peach
(Tables 2 and 3) PCR reactions were performed in 20 pl
volumes containing 20 mM Tris-HCl, pH 8 4, 50 mM KCl1
4 mM MgCl;, 01 mM each dNIP. 02 uM each primer,
40 ng genomic DNA, 045 units T'sg polymerase (Iife
Technologies, Rockville, MD, USA) and a drop of mineral
oil Reactions were carrfed out on a PTC-100 (MJ
Research) thezmocycler using the following temperature
profile: an initial step of 2 min at 94°C, 35 cycles of 45
sec at 94°C, 45 sec at 57°C and 1 min at 72°C, and a final
step of 5 min at 72°C. For primers pchems] and peheoms3,
the annealing temperature was lowered to 40°C PCR
products were separated by electrophoresis using 3%
‘Metaphor’ agarose gels (FMC Bioproducts) in 1 x TBE
buffer at 5 V/cm stained with ethidium bromide and
visuaiised under UV light. Band scoring was carried out
using a standard 10 bp DNA ladder (Life Technologies).
To confirm the results, microsatellite products that
revealed differences smaller than 5 bp in agarose gels,
were also separated using 10% polyacrylamide gel
electrophoresis in 1 x IBE buffer at a constant current
of 40 mA, stained with ethidium broemide and visualised
under UV light

Data anatysis

Heterozygosity was calculated as the number of hetero-
zygous individuals over the total number of individuals
analysed for each locus and averaged over the poly-
morphic loci Genetic relationships among the genotypes
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were calculated using UPGMA cluster analysis of the
similarity matrix obtained from the proportion of shazed
fragments (Nei and Li, 1979) Cophenetic coefficients
were compitted for the dendrograms after the construc
tion of a cophenetic matrix Al those analyses were com-
puted with the programme NISYS-pec 202 (Exeter
Software, Stauket, New York, NY. USA). The robustness
of the dendrogram obtained from UPGMA cluster analy-
sis was assessed with bootstrap analysis rurning 2000
iterations using the WinBoot program (Yap and Nelson,
1996}

Results

Repeatable amplification was obtained for 24 (70%) of the
34 microsatellite primer pairs tested.. 13 (38%) were poly-
morphic and nine of these {Table 2) were selected for the
identification of the 76 sweet cherry genotypes As
expecied, no differences were recorded between the
amplification patterns among the samples faken from
fresh leaf tissue in spring and dormant winter buds. Non-
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis confirmed
the results using ‘Metaphor” agarose gel electrophoresis
but revealed no additional bands In fact, polyacrylamide
electrophoresis showed greater numbers of artefact and
stutter bands, making identification of microsatellite
alleles more difficult than with agarose ge! electro-
phoresis.

Qut of the 24 primer pairs that amplified either poly-
or menomorphic loci, 11 (45%) of them showed alleles in
the same size range as those reported in peach for the
same primer pairs (Tables 2 and 3) Four of the 13 poly-
morphic loci were discarded, because either size differ-
ences among bands were too small to be accurately
scored (Pchems?, UPD98-024, UPD98-410) or complex
band patterns (UPD98-411) did not allow identification
of unique loci Three primer pairs (Pchms3, UPD98-409,
UPD98-412) amplified alleles common to all genotypes
analysed The mumber of alleles per locus ranged from
two to seven, ranging from 90 bp to 290 bp. Heterozygos-
ity ranged from 0.04 to 094 for loci UPD9S8-409 and
UPD96-005 respectively, the mean heterozygesity being
049 Heterozygosity for the 23 ancient and/or of
unknown pedigres cultivars was 049, whilst heteroz-
ygosity for the other 53 genotypes from mere recent
breeding programmes was 0 47

Genotypes showing a single amplified fragment were
considered homozygous for that particular locus (Callen
et al, 1993) Inheritance of microsatellites was checked for
the genotypes with known pedigree and whose parental
genotypes were preésent in our collection In all cases,
bands present in the progeny were always present in at
least one of the parental genotypes. Rare alleles were
amplified with primer pairs UPD98-409, UPD%8-412,
UPD97-402 and UDP98-022. All the sampled cherry geno-
types present a common allele of 130 bp with primer pair
UPD98-409 and only ‘Ambrunes , ‘Pico Negro’ and Pico
Colorado’ show a second band of 160 bp The cultivars
‘Marmotte . ‘Hedelinger” and ‘Blanca de Provenza’ share
a distinct allele with primer pair JPD98-412. Generally,
old cultivars, eg ‘Burlat’. ‘Marmotte’ or ‘Hedelfinger’, and
several Spanish cultivars contributed most of the rare
alleles

The combination of nine selected primers and the
resulting 27 informative markers allowed the unambigu-
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Table1 Sweet cherry cultivars included in this study with the S5R genotypes obtained after amplification with nine S5R primer pairs:
(primer details in Table 2) 5

PehomsS LIDP96-005 LIDPIS-£09 UPDIS-021 LIPDYS-022 LIPDI7-402 UPDIA-412

Cultivar Origin*  Pehgmsl  Pchoms3
Ambrunes u.s 140 180/160 290 150/125  160/130  110/100 110/90 125 130
Arcina BP, F 140 180 260 150/130 130 110/100 100790  140/125 130
Belge U, CE 190/140 180 260 150/120 130 110/100 110/90 130 130
Bing BP, US 1%20/140 180 260 150/120 130 110/100 110/90 130 130 -~
Blanca de Provenza U 140 180/160 290/260 120 130 100 105/90 145/125  130/100
Brooks BP, US 140 180 290 150/120 130 110/100 o0 135/125 130
Burlat U, F 140 180 290 150/130 130 110/100 100/90 130/120 130
Burlat C~1 BP.1 148 180 290 150/130 130 116/100 100/90 133/120 130
Celeste (Sumpaca) BP.C 140 130 290 150/130 130 110/100 100 135/125 130
Chinock BP, US 190/140 180 260 150/120 130 110/100 110 145/130 130
Compact Stella BP, C 190/140 180 250/260 150/120 130 110/100  110/100  145/125 130
Coralise (Gazdel) BP F 148 180 260 150/130 130 110/100 100/90 135/125 130
Corum BP, US 190/140 180 290/260 150/120 130 110/100  110/108  135/125  140/13¢
Cristalina (Sumnue) BP C 190/140 180/160 260 150/120 130 110 110/100  135/125 130
Cristebalina Uu.s 190,140 180 290/260 150/115 130 110/100 110/90 135/125 130
Durond 3 U, I 140 180 290/260 150/115 130 110/100 100/90 125 130
Earlise (Riverdel) BP, F 140 180  290/260 150/130 130 100 90 130/120 130
Earlystar BP.1 190/140 180 290 150/120 130 100 100/940 145/125 130
Early Van Compact BP C 190/140 180 290/260 150/120 130 110 100/90 135/125  130/12¢
Ferrovia u.1 140 180 200/260 150/120 130 114 100 1457130  140/13%
Garnet (Magar) BP US 140 180 260 120 130 110/130 110/90 130
Gil Peck BP, US 190/140 180/160 260 150/120 130 114 110 145/130
Giorgia BP.I 140 180 290/260 150/120 130 110 100/90 125
Hartland BP. U5 140 180 260 150/120 130 110 100/90 140/130
Hedelfinger U, CE 140 180 290/260 150/120 130 110/100 110/100  135/125
Lambert BP US 190/140 180/160 290/260 150/120 130 110/100 110 125
Lamida 8p, s 140 180 . 260 150/120 130 110 110 1457125
Lapins BF C 190/140 180 290 150/120 130 110/100 100/90 135/125
Larian BP, US 190/140 180 - 260 150/120 130 110 110/100 145/130
Marmotte U.F  190/140 180 290/260 150/120 130 1104100 1107100 135/125  130/100
Marvin (Niram) BP, US 140 180 200/260 120 130 110/100 100/90 130/125 130
Mareau U.F 140 180 2907260 150/115 130 100 100/90 1457125 13¢
Napoleon U, CE  190/140 180 260 150/120 130 110/100 1104100 135/125 130 -
Newstar BP C 140 180 290/260 150/120 130 110/100 100 135/125  130/120
Pico Colorado Us 140 180/160 290/260 1507130  160/130  110/100 110 120/125 130
Pico Negro us 140 180/160 290/260 150/115  160/130 100 110/90 140/120 130
Precoce Bernard U.F 140 180 200/260  150/130 130 100 100/90 145/130 130
Rainier BP, US 190/140 180 © 290/260 120 130 116/100 a0 130 139
Ramon Oliva U F 140 180/160 290 150/130 130 100 Eli 120 130
Reverchon Ul 140 180 200/260  150/115 130 110/100 100 125 130
Royalton BP, US 190/140 180 260 150/130 130 160 110/100  135/125 130
Ruby BP, US 190/140 180 260 120 130 116/100  110/90 130 130
Sam BP C 140 1807160 290/260 150/120 130 100 110/100  145/125 130
Samba (Sumste) BP, C  190/140 180 20/260  150/120 130 110 110/90 135/130 130
Santina BEPC 190/140 1807160 290/260 150/130 130 100 110/100  335/125 130
Skeena BP C 190 180 200/260  150/120 130 160 9¢ 1457125 130
Somerset BP, US 140/140 180 260 150/120 130 110/100 1060 1357125  130/120
Sonata (Sumleta) BP C 190 180 250 150/120 130 - 100 100/90 1457125  130/120
Spalding BP, US 190/140 180 260 150/130 130 1310/100  110/100  135/125  140/130
Star BP. C 190/140 180/160 260 150/120 130 110/100  110/100  135/125 130
Stark Hardy Giant BP, US 140 180 260 150/120 130 11¢/100  100/90  135/125 130
Sue BP C 140 180/180 250 150/120 130 110 110/100  135/125  140/130
Bumesi (125.8 33) BP C 140 180 - 290/260 150/120 130 1107100 118/100  145/130 130
Summit Br C 140 180/180 290/260 150/120 130 110/100 100 125 130
Sunburst BP. C 140 180 290 150/120 130 110/100 100/90 1457138 130/120
Sweetheart Br C 190/140 180 290/260 150/120 130 1107100 100/90  135/125  130/120
Sylvia BP C 140 180/160 280 150/120 130 110/100 100 1457125 130
Taleguera Brillante USs 140 180/180 290/260 150/115 130 100 100/50 135 130
Tigre U F 140 180 280 150/115 130 110 110/50 120 130
Van BP.C 190/140 180 2907260 150/120 130 110 100/90 1357125 130/120
Van Spur BP. C 190/140 180  290/260 150/120 130 110 100/60  135/125  130/120
Vega BP, C  190/140 180 260 150/130 130 110 100790 135/125  140/130
Vic BP, C 140 180 260 150/120 130 110/100 100/90 135/125  140/130
Continued -
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Table 1 Continued

Cultivar Origin®  Pchgmsi  Pchicins3  PehemsS UDP36-005 UDP98-409 UPDI8-021 LIPD93-022 LIPDI7-402 LIPDS8-417
Vignola (Dureni 2) Ul 140 180 260 150/130 130 110 100

Vittoria U1l 140 180 200/260 150/13% 130 110 100/90 %igﬂgg 133,3;220
13N.7.19 BpP.C 148 180 290/260  150/120 130 116/100  100/90  135/125  130/120
13517 20 BP.C 150/140 180 290/260 150/120 130 110 110/90 130 130
1351810 BP C 150/140 180 290/260  150/120 130 130/190  110/100  135/125 130
1351815 BP C  190/14¢ 180 250/260  150/120 130 112 110/100  135/125  130/120
135217 BP C 140 180 290 150/130 130 110/100 108 135/125 130
135.27.17 BP.C 140 180 260 150/120 130 110 180/90 135/125  140/130
13533 BP.C  190/140 180 290 150/120 130 100 110/100  145/130 130
44W.11.3 BP, C 190/140 180 260 150/120 130 110 110/100  145/130 130
83743007 BP I 190/140 180 290 150/120 130 100 100 145/120 130
84703002 BP T 190/140 180 280 150/12¢ 130 116/100 100/90 130/120 136
84704066 BP, 1 148 180 90 150/13G 130 110/100  100/90  135/120 130

*U = Unknown pedigree; BP = Breeding programme; € = Canada; CE = Central Europe; F = France; I = Italy; 5 = Spain; IS = USA

Table2 Microsatellite primer pairs used for the identification of sweet cherry genotypes

Locus SSR repeat structure Product size in Size range in No. of alleles in No. of allelcs in H
inn peach peach (bp} sweet cherry (bp) petich sweet cherry

Pchgms1® {ACha(AT), 194 140190 4 2

Pchems3® (CThs 220 160-180 2 2 g ;?
Pchemss* {CAY{TA) 246 260-260 3 2 047
UDP96-005° (AE)A_?E'GI‘()CUz 158 120-150 4 5 094

it

UDP98-409° {AG)yy 129 130160 5 2 004
UPDYE-021¢ (GA)n(CA), 145 100-110 2 2 052
U'PDQB-OZZ: (TG) 1 AG), 139 90-110 5 4 075
UPDR7-402 (AG),, 136 120-150 3 7 081
UPD98-412¢ (AG), 129 100-140 5 4 025

*Sosinskd ef 4l (2000) Cipriani et al (1999} ~Testolin ¢t 4! {2000)

Table 3 Microsatellite primers that did not amplify scorable or polymorphic loci in sweet cherry genotypes

Locus Reference SSR repeat structure in peach Size range* (bp)
Pchemsl Sosinski et al (2000} (CA)(TA), (GA) -
UPDSB-024 Testalin et al (2000) G TGy, 7050
UrDes-411 Testolin et al {2000) (TC)ys 150-190
UPLE8-410 Testolin et af (2000) (AG)y 130-160
Pchgms2 Sosinski ef al (2000) (CTyy 135np
Pchgms3 Sosinski et @l {(2000) (CT)y 19¢np
Pchgms4 Sosinski ef al (2000) (CT)y 150 np
Pchems2 Sosinski ef af (2000) {CA) 90 np
UDPos-0G3 Cipriani ef al (1999} (CT)(CA)g 85 n.p.
UDP9%6-008 Cipriani ef al (1999) (CA)S 135-155 np
LDPes-018 Cipriani et al (1999} {AC)y, 265 np.
UDP%-019 Cipriani ef af (1999} (IGhlAG), 320np
UDPes-405 Cipriani et af {1999 (AG), 105 np
UDP38-406 Cipriant et al {1999) (AG);: 395 n.p.
UPD98-025 Testolin ef af (2000} (CAd, 70-95 n.p
UPD98-407 Cipriani et af (199%) (GA)zs na
UPD98-416 Testolin ef ol (2000 (AG);s na
UDP96-001 Cipriand ef al (1599) (CA)y» na
UDP97-403 Cipriani of al (1999) {AG) na
UPD96-010 Cipriani et af (1999) (G {(GACT) {GA}s na
UPD26-013 Cipriani et al (1999) (AG) (TG TTITGY, na
UPD96-015 Cipriani ef al (1999} (CA)y na
UFD37-401 Cipriani et al (1999} (GA) na
UPD98-208 Cipriand ef af (1999 (CT)yy na
UPEXS8-414 Testolin ef al (2000) (TC)ay na

‘np =no polymorphism; na = no or weak amplification
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ous differentiation of 72 (94%) genotypes. UPGMA
cluster analysis revealed several possible dendrograms
and the dendrogram with the highest copehenetic corre-
lation coefficient {0.66) is shown in Figure 1. As expected
the genotypes derived by mutation could not be dis-
tinguished from the criginal genotype ("Van Spur’ and
‘Barly Van Compact’ from 'Van' and Burlat CI' from
‘Burlat). The other genotypes that could not be dis-
tinguished are two pairs of genotypes that share a com-
mon pedigree (‘Celeste’ and “13521 7 and ‘Burlat’ and
‘84704006"). Most genotypes obtained from the same
breeding programmes and/or sharing common parents,
group fogether

Since most of the recently released genotypes share
commeon parents. UPGMA cluster analysis was perfor-
med with the 23 genotypes that are not recent releases
from breeding programmes. Those genotypes include the
ancient cultivars of unknown origin and parental breed-
ing genotypes directly derived from old cultivars. In this
case, a single dendrogram with a cophenetic correlation
coefficient of 070 was obtained (Figure 2). The dendro-
gram clustered these 23 cultivars into two main groups,
although with a low bootstrap value (<50%} support,
that separate the genotypes originating from northern
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Figure 1 Dendrogram of the 76 sweet cherry cuitivars included in
this study based on UPGMA analysis using the similarity matrix
generated by the Nei and Li coefficient after amplification with nine
pairs of microsatellite primers
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Figure 2 Dendrogram of 23 ancient or directly derived from -
ancient sweet cherry cultivars based on UPGMA analysis using the :
similarity matrix generated by the Nei and Li coefficient after :

amplification with nine pairs of microsatellite primers

Europe and North America from those originating from -7

southern Europe

Discussion

In this work 72 sweet cherry genotypes were character-

ised with 27 SR markers using nine primer pairs initially :
deveioped in peach The results confirm the efficiency of '

microsatellite markers for fingerprinting purposes. More-
over, they demonstrate that microsatellites are highly

conserved among peach and sweet cherry allowing the i
use of the same S5R primers to detect intra-specific vari- 7
ation in related species even though the ability to amplify -
loci and detect polymorphism usually decreases as the -1
genetic distance increases (Steinkellner et al, 1997; White

and Powell, 1997; Maguire et al, 2000; Roa ct af 2000}

The fact that both DNA sources used, leaves and dor-
mant buds, produce DNA of sufficlent quality for SSR .

amplification allows the characterisation of plant material
at any time: of the year. 5SR detection using polyacrylam-
ide gel electrophoresis (PAGE) complicates the identifi-

cation of microsatellite alfeles, mainly due to the presence ' i

of ladder-like stutter patterns, with no significant
improvement in resolution compared to agarose gel

Taleguera Brillantg -5

Blanca de Provenza

electrophoresis. Moreover, PAGE is more time-consum-
ing and toxic than agarose gel electrophoresis An auto-
mated detection system would be able & resolve allelic
variation at a finer scale and, consequently, the number
of alleles detected would even be greater than that
reported in this wortk However, for routine S85R geno-
type analysis, agarose gel electrophoresis is 2 convenient
method (Morgante et al, 2001)

In this work, amplification of the microsatellite loci in
sweet cherry was possible for 24 of the 34 (73%) peach
microsatellites, of which 13 (38%) were polymorphic
This efficiency is lower than that recently reported in
apricot (Prunus armeniaca 1.), where 88% of peach SSR
primers amplified loci, while 54% of them were polymor-
phic (Hormaza, 2002} probably due to the different pos-
itien of apricot and cherry in relation to peach in Prunus
phylogeny Thus, morphelogical studies (Westwaood,
1993) supported by cpDNA variation (Badenes and Par-
fitt, 1995) classifiés Prunus species into five subgenera
(Prunophora, Amygdalus, Cerasus, Padus and Laurocerasus}.
The main cultivated Prunus species belong to three of
them: Amygdalus {peach and almond), Prunophora (plum
and apricot), and Cerasus (sour and sweet cherries). The:
studies on cpDNA variation (Badenes and Parfitt, 1995)
confirm the hypothesis (Watkins, 1976) that cherries are
genetically more distant from peach than apricot, since
the present day subgenus Cerasus species diverged earlier
from the ancestral Prunus species than the other two
subgenera

For the set of sweet cherry genotypes analysed, the
mean heterozygosity of the polymorphic loci was 049
ranging from 004 to 094 Although sweet cherry is an
ouibreeding species, the mean heterozygosity reported
here is similar tc that reported for other Prunus species,
including peach (0 47, Testolin et al, 2000; 0.45, Sosinski
et al, 2000} and apricot (051, Hormaza, 2002) using SSR
markers. A low level of polymorphism in sweet cherry
has also been detected by Stockinger et al (1996) and Ger-
lach and Stosser (1997), using RAPD markets, and by
Boskovic and Tobutt (1998) and Beaver et al (1995) with
isozyme markers, probably reflecting a narrow genetic
base in sweet cherry germplasm

Neither ‘Burlat C1’. a compact tmutation of ‘Burlat’, nor
Van Spur’ or ‘Early Van Compact’, both mutations of
Van', could be differentiated from ‘Burlat’ or “Van’,
respectively. The impossibility of differentiating mutants
that differ from the original genotype in one or few
genes, was expected due to the intrinsic nature of 55Rs
since it is very unlikely that the microsatellites amplified
correspond to the mutated DNA region when they have
been randomly isolated from the whole genome The case:
of the other two pairs of genotypes ‘Celeste’ and
135217, and '84704006" and ‘Burlal’ can be explained
regarding the pedigree information available ‘Celeste’
and ‘135.21.7" both originated from the cross of Van' and
‘Newstar’, and ‘84704006  descends from the cross of
‘Burlat” and ‘Sunburst’ In the first situation, the two
genotypes appear to have inherited the same alleles for
the foci analysed, and, in the second, the allele segre-
gation has resulted in the same band profile as one of the
parental genotypes, ‘Burlat’ The use of more 5SRs
recently developed in Prunus {(Aranzana ef al, 2002; Can-
tini ef al, 2001) may allow discrimination between these
two closely related genotypes

Since several of the genotypes share commeon ancestors
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various similar dendrograms were possible and they
were ranked according to their cophenetic correlation
coefficient The phenogram generated from the SSR data
Uliustrates the identification of the genotypes studied and
groups them according to their known pedigree (Figure
1) A better representation of the similarity relationships
in this species is obtained when only the 23 genotypes
that include the ancient cultivars of unknown origin and
parental breeding genotypes directly derived from other
old cultivars are used to comstruct the dendrogram
{(Figure 2) In this case, a single dendrogram was obtained
after UPGMA analysis Consequently, we believe that
this dendrogram has a real biological significance
although the scarcity of markers available results in the
low cophenetic correlation coefficient and the low boos-
trap value support obtained This situation will likely
change when additional 55Rs developed in Prunus are
tested in cherry

The dendrogram grouped the 23 ancient cultivars into
two main chusters according to their geographical origin
and area of cultivation, probably reflecting local selection
of outstanding wild genotypes One group contains geno-
types from southern Europe, and the other contains culti-
vars that mainly originated in northern and central Bur-
ope or in North America but derive from ancient
cultivars from northern Ewrope The cultivar ‘Blanca de
Provenza’, the only cherry tree in our collection that pro-
duces cherries with yellow-white coloured skin and flesk,
appeats separated from the other two clusters together
with the Italian cultivar ‘Vignola Interestingly, within
the group that comprises southem European cultivars,
the three culiivars that originated in the Spanish
Extremadura region ( Ambrunes’, Pico Negro’ and Pico
Colorado’) cluster together. Another subgroup is formed
by some French cultivars (‘Precoce Bernard’, ‘Moreau’,
and ‘Burlat’}, that were obtained in the French region of
Rhone by the end of the nineteenth and the beginning of
the twentieth century (Hedrick ¢ al, 1915; Societé Pomol-
ogique de France. 1927, 1947) The cultivar ‘Ramon Oli-
va’, that clusters closer to those three French cultivars,
although it is sometimes reported to be of Spanish origin
(Bargioni, 1996). seems to have been found originally
near Angers in France {(Hedrick ef al, 1915) Duroni-3
and Reverchon, that cluster closely together, were both
taken to France from ltaly (Ciifl, 1990; Bargioni, 1996,
while ‘Taleguera Brillante, “Cristobalina’ and ~Tigre'
have an unclear origin ‘Tigre is thought to come from
France as well (Societé Pomologique de France, 1927)
whereas ‘Cristobalina’ originated in eastern Spain is mor-
phologically different and geographically separated from
the other Spanish cultivars studied; furthermore, if is self-
compatible (Hugard. 1978) and the earliest variety to
flower

The: second main cluster includes the ancient cultivars
from Northern and Central Europe like ‘Marmotte’
(Northern France), ‘Napoleon’ (Central Eurcpe) and
‘Hedelfinger” {Central Europe probably from Germany)
and the newer genotypes criginating in North America
or Europe but derived from cultivars from Northern Eur-
ope: ‘Star” from the open pollination of ‘Deacon’, ‘Sam
from the open pollination of a seedling of ‘Windsor’
(found in Ontario, Canada), Bing’ from a seedling of
‘Republican” (probably a seedling of Napoleon) and “Van'
from the open pollination of FEmpress Eugenie
(Northern France) (Hedrick ef al 1915; Societé Pomolo-
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gique de France, 1927; Ctifl, 1990; Bargioni, 1996; Brooks
and Olmo, 1952, 1997). A southern European cultivar,
‘Ferrovia’, from the Ttalian region of Bari, alse clusters in
this subgroup

The possibility of using S5R primers developed in a
related species te detect intra-specific variation over-
comes the troublesome process of their development,
making a whole battery of already isolated 53R Prunus
primer sequences available for the genetic characteris-
ation of different species in the genus Melecular charac-
terisation of fruit tree scions and rootstocks is essential
for the interests of fruit tree breeders, germplasm collec-
tions and the commercial sector such as nurseries. Since
most temperate fruit tree species are vegetatively propa-
gated, the identification of genotypés allow a standardis-
able reference for the identification of any cultivar and
control of its propagation, independently of any factors
that may limit or influence phenotypic characterisation,
such as the environment, the time of year or the age of
the tree. Furthermore, the possibility of studying the gen-
etic diversity among different cultivars and populations,
wil? benefit cherry breeding programmes by helping to
take decisions on parental genotypes for crosses, and
germplasii management to maximise the conserved
diversity This is becoming increasingly important to con-
serve the existing variability in the wild stands of this
species scattered through most European and some Asian
countries, especially due to the progressive narrowing of
the genetic base This situation is evidenced by the fact
that the variability of traits of potential economic interest
is limited in good fruit quality sweet cherry varieties
(fezzoni et ai, 1990) and that ali the self-compatible cultiv-
ars currently planted or used in breeding programmes
derive from a single cultivar, ‘Stella’. Microsatellites'seem
to be appropriate to fulfil those objectives and it will be
of interest to expand these kind of studies to areas where
it is necessary o conserve interesting cultivars or geno-
types before they disappear :
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Abstract

A group of 28 sweet cherry (Prunus aviem 1.} local cultivars from the Jerte Valley in Western Spain were
fingerprinted using microsatellites and theis self-incompatibility alleles determined using S-RNase conserved
primers A total of 12 microsateliite primer pais revealed 42 informative alleles that allowed the unequivocal

the old traditional cultivars and the mos* recent introductions The S-allele analysis showed a low number of
different alleles in the older cultivars studied and tevealed the presence of three new S-alleles not described
previously The combined information obtined from SSR fingerprinting and S-allele identification will be useful
to optimize the conservation of the cherty genetic resources present in the area. Moreover, this approach can be
applied to optimize the conservation of local genetic Tesources of other fouit tree species.

Introduction

Sweet cherry (Prunus avium L , Rosaceae, 2n=16)
originated around the Caspian and Black Seas (Wat-
kins 1976) and it is cultivated in cool and temperate
regions for its edible fruit. The earliest report of
cherry cultivation appears in classical times although
the fruits were collected from the wild long before
their cultivation (Zohary and Hopf 1988).iThe spread
of the cultivation of sweet cherry across Westemn
Europe gave rise to specific ecotypes well adapted to
each area of cultivation probably due to domestication
of promising wild individuals. :

Total world cherry production has reached close to
2 million Metric tons (the fourth species among stone
fruit crops after peach, plum and aprico), afthough
some countries {Iran, USA, Turkey, Germany, Ttaly,
Spain and Romania) concentrate more than 60% of
the production (Faostat, 2002). In Spain, almost 30%
of the sweet cherry fresh market production is concen-
trated in the Jerte river valiey. This valley, located in
the North of the Extremadura region in western Spain,
has a cherry growing tradition that dates back to the

14™ century, although it is believed that cherries were
introduced earlier (Flores del Manzano, F 1935) The
importance of cherry in this area increased dramati-
cally at the beginning of the 20" century after the
chestnut blight disease destroved the other important
crop industry of the valley, chestnut production
(Flores del Manzano, F. 19835). Characteristic features
of the chemies produced in this area together with
traditional agricultural practices make these cherries 2
highly appreciated fruit in both naticnal and foreign
markets.

The Jerte valley is deep and narrow and cherries are
cultivated mainly on terraces at different altitudes
between 700 and 1200 1. The combination of differ-
ent cultivars planted at different elevations resuits in a
large harvest window. Thus, although early and mid-
season cherries contribute to a significant percentage
of the annual yield, more than 60% of the production
comes from a group of late maturing cultivars collec-
tvely called “Picotas” like ‘Ambrunés’, “Pico
Colorado’, ‘Pico Limén Negro® or ‘Pico Negro® har-
vested until mid July (lonso-Gavilla), In fact, these
cultivars represent some of the latest tipening cherries

ICPC - XPS 110889 (GRES) - product element 1271 - Fri Mar 07 09:47:12 2003



2

culiivated worldwide Other distinguisting charac-
teristics are the taste, that combines a high sugar
content with a slight acidity, a firm pulp and the
release of the peduncle during harvest resulting in the
marketing of peduncle-less cherries. Tcgether with
these autochthonous cultivars, other traditional cul-
tivars like ‘Ramén Oliva’ or ‘Burlat’ and more recent
introductions like ‘Lapins’ or ‘Sunburst® are also
grown in the area

The taditional way of cherry cuitivation in the
Valley involved mainly small orchards maintained by
different owners and this allowed, on the one hand,
the maintenance of the local germplasm diversity and,
on the other hand, the avoidance of fiuit setting
problems derived from self-incompatibility. However,
the pressure of modem coltural techniques leads to the
planting of the most productive local and introduced
cultivars reducing the traditional diversity of Iocal
germplasm. Thus, efforts should be made to maintain
and characterize the autochthonous cherry: germplasm
found in the Jerte Valley to conserve the genetic
variability that has been maintained in this area and to
make it available for further use in sweet cherry
breeding programmes Moreover, incompatibility re-
lationships among the cultivars grown in the valley
should be studied in order to recommend the best
cultivar combinations : ’

Nowadays, the availability of molecular DNA
markers allows a precise characterization of plant
genotypes. Molecular fingerprinting ' complements
morphological characterization and permitiing the
identification in the absence of phenatypic traits, at an
early stage of development and in any phenological
phase of the tree. Among the available DINA markers,
SSRs or microsatellites {(Litt and Luty 1989; Tautz
1989} have become the markers of choice for finger-
printing purposes in most plant species (Gupta and
Varshney 2000) including fruit trees (Wiinsch and
Hormaza 2002a) due to their high polymorphism,
codominancy and reproducibility. Moreover, flanking
sequences are frequently conserved amcng species
and genera allowing cross-species transferability of
the markers (Downey and Jezzoni 2000; Hormaza
2002; Wiinsch and Hormaza 2002b; Yamzmoto et al
2001). In the case of Prunus, most of the available
SSR sequences have been developed in peach [Prusus
persica (L) Batsch. {(Aranzana et al 2002; Cipriani et
al 1999; Dirlewanger et al. 2002; Sosinski‘et al. 2000;
Testolin et al. 2000)] and some of them have been
shown 1o be conserved in sweet cherry (Diirlewanger
et al 2002; Wiinsch and Hormaza 2002b)

Since most traditional sweet chemry cultivars are
self-incompatible and many of them are inter-incom-
patible, the knowledge of the incompatibility relations
among culfivars is essential for a comect orchard
establishment The recent cDNA cloning and charac-
terization of the S-RNases for sweet cherry (Tac et al
1999} allows the determination of the S-allele com-
position of sweet cherry genotypes by PCR analysis
Similatly to other cultivated Rosaceae species such as
almond [Prunus dulcis (Mill) Webb] (Tao et al
1997), Japanese pear (Pyrus serotina Rehd) (Sassa et
al. 1992) or apple (Malus x domestica Borkh)
(Broothaerts et al. 1993), this rbonucltease is involved
in the stylar determnination of the gametophytic self-
incompatibility response. Thus, the design of PCR
primers derived from the conserved regions of the
sweet cherry RNase ¢DNA sequence. have proved
useful for S-allele identification by PCR and PCR-
RFLP analysis (Sonncveld et al 2001; Tao et al
1999; Wiersma PA et al 2001; Yamane et al 2000) as
well as using RFLP profiles (Hauck et al. 2001)
Molecular typing of S-alleles using PCR speeds the
process of S-allele identification, that has traditionally
been carded out through pollination tests (Crane and
Brown 1937; Matthews and Dow 1369) and, more
recenily, by the isolation of stylar proteins by isoelec-
tric focusing (Boskovié and Tobutt 1996, 2001},

Thus, in this work we have used twelve SSR
sequences developed in peach to fingerprint 28 local
sweet cherry cultivars from the JTerte valley. Further-
more in order to optimise orchard management and
efficiency and to complement the genotype characteri-
zation, the S-allele composition of each coltivar has
also been investigated using recently identified prim-
ers in the conserved regions of the S-RNase ¢cDNA of
sweet cherry

Materials and methods

SSR genotype characterization and genetic
similarities among genotypes

The 28 sweet cherry-cultivars analysed (lable 1) were
obtained from the sweet cherry germplasm bank
located in Barrado (Céceres, Spain) (Moreno et al.
2001). DNA extraction and SSR amplification was
carried out according to Wiinsch and Hormaza
(2002b) using 12 previocusly selected Prunus SSR
primer pairs {Table 2). $5Rs were visualized on high-

Table 1 List of the 28 sweet cherry cultivars an?:lyzed and their
S-allele constitution identified by PCR analysis. § sliele nomencla-
ture according to Tobutt, KR, T. Sonneveld & . Botkovi(ic),
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resolution agarose (MetaPhor, FMC Bioproducts) and
ethidium bromide staining Genetic similarities were
estimated with the program NTSYS-pci202. using
Nei and Li (1579) coefficient of similarity and the
unweighted pair-group method (EJPGMA) cluster
analysis

S allele identification

S alleles for each cultivar were identified by PCR
amplification using primer pairs T2-C4R, C2.C4R
(Tac et al 1999) and S131-5132, SHY-SI20 (Wiersma
PA et al. 2001}, plus the primer pair combinations
SI31-5120, PruC2-S120, SI19-PruC4R v PruT2-SI32.
PCR reactions were performed in a total volume of 20
pk containing 20 mM Tris-HCL, pH 8.4, 50 mM KCl,
2-mM MgCl,, 0.1 mM of each dNTF, 0,2 ¢ M of each
primer, 40 ng of genomic DNA and 0,45 units of Tag
DNA polymerase (Invitrogen). The PCR temperature
profile used was an initial cycle of 3 minutes at 94 °C,
followed by 35 cycles of 1 minute at 94 °C, 1 minute
at 56 °C and 3 minutes at 72 °C, finished with 7
minutes at 72 °C The amplification products were
analysed in 1.7% agarose gels in TBE and ethidium
bromide staining using a 1Kb ladder (Invitrogen)

Cultivars of known S-allele constitution were used as
control for the establishment of the band size of
alleles S, to S; and S,. The nomenclature used for the
S-alleles cotresponds with that proposed by Tobutt,
KR, T. Sonneveld & R, Boskovi(lc).

Results and Discussion

SSR genotype charactevization and genetic
similarities

Twelve selected Prunws SSR primer pairs and the
resulting 42 alleles (Table 2) were used to character-
ize the genotypes of 28 sweet cherry cultivars {Tabie
1}. Al the genotypes analysed with the exception of

Table 2. Microsatellite primer pairs nsed for the identification of gerotypes.

SSR Reference No alleles Range (bp)
Pchgms1 Sosinskt et al (2000) 2 140-190
Pchems3 Sosinski et a} (2000) 2 160-180
Pchemss Sosinski et al (2000) 2 260-200
UDPY6-045 Cipriani et al (1999) 5 120-150
UDP%8-40% Cipriani ef al (1999} 2 t30--160
UPD9E-021 Testolin et a1 (2000} 2 100-11¢
UPD93-022 Testodin et a} (2000) 3 80-110
UFD9g-412 Testolin er ab. (2000) 4 100-140
UPDY7-402 Cipriani et af. (1999) 8 120-150
CPPCT6 Ampzana et 4l (2002) 2 180--320
i0 160--200

PS12402 Downey and [ezzeni (2000)
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rwo cultivars, produced unique SSR profiles The two
cultivars that could not be distinguished are ‘Pico
Colorade and ‘Pico Colorado Cirino’. These two
cultivars are phenotypically very similar but present
some differential traits (M. Manzano personal com-
munication) that would suggest that they are in fact
different although genetically very close genotypes.

The similarity data grouped the genotypes in four
main clusters that reveal the autochthoncus character
of most of the varieties cultivated in the area (Figure
1). Thus, it is possible to differentiate a main group
that contains cultivars like ‘Ambrunés’, ‘Pico
Colorado’, ‘Pico Negro® or ‘Pico Limdn Negro’.
These coltivars comprise the group of late maturing
cultivars called “picotas’” and their features are
characteristic of the sweet cherry germplasm tradi-
tionally cultivated in this area All the other genotypes
included in this group are also late maturing tradition-
al cultivars grown in the valley although cultivated to
a lesser extent, with the exception of ‘Del Pollo” and
‘Noelia' which are believed to be more fecent intro-
ductions (M. Manzano, pers comm ). A similar sepa-
ration between local and foreign cultivars has been
reported using RAPDs (Moreno and Trjiffo 2001)

The other three groups include a set of more
heterogeneous cultivars of which only ‘Pretera’ and
‘Del Gordo® are known to be oid local cultivars. The
rest correspond to foreign material either introduced
directly like ‘Especial’, or ‘Pedro Metine’, that could
correspond to exogenous material brought to the
valley and identified by a different name (lonso-
(avilla; Moreno et al 2001) or, indirectly, obtained
through crosses between new introductions and local
genotypes. 'The sitnation of "Pretera’ and ‘Del Gordo’
outside of the group that comprises old local cuitivars
could be explained by a genetic proximity to some of
the new genotypes obtained by crossing old cultivars
with new introductions '

§ allele identification

The use of the prmer paits 12-C4R, C2-C4R and
$131-SI32, SI19-SI20 recently developed by Tao et al
(1999) and Wiersma PA et al. (2001), allowed the
identification of the complete S-allele constitution of
23 of the sweet cherry genotypes analyzed and just
one of the S-alleles of the remaining 5 cultivars
(Table 1) The amplification of only one allele in the
cultivars "Cubeto’ (S,), ‘Ramén Rachilia’ (Sgh
‘Nabuca® (S,), ‘Noelia" (8,) and “Veterinaria’ (8;)
indicates that the additional allele could rot be am-

plified with the primers used, probably due to differ-
ences in the DNA sequence of the conserved regions,
where the primers are designed

The S-allele constitution of the cultivars (Table 1)
is characterized by the presence of four previously
reported alleles (S5, S, 5, and 8,) together with three
new alleles (temporarily named 5, S;. Sg). S; could
only be amplified with the primer pairs SI31-SI32 or
PruT2-SI32 producing an ampiification product of
495 bp in the cultivars ‘Garrafal’, ‘Pico Colorade’,
‘Pico Colorado Cirine “Virgo Juliana® and ‘Del
Cardito’. Similarly in the cultivar ‘Lucinto’ we iden-
tified a band of 404 bp with the same primer paits,
which could also correspond with a new S-allele (S, )
In the cultivar ‘Ramdn Rachilla’ we identified another
putative S allele (Sp) that could be amplified with all
the primer pair combinations, producing amplification
products consistent with the simation of the primers in
the RNase DNA sequence and different from previ-
ously described band sizes. All these new putative
S-alleles have been sequenced and appear to corre-
spond to fragments of RNase sequences (Wiinsch and
Hormaza, in prep )}

Interestingly, with the exception of the cultivar
Noelia (5,), and Del Polie {S;8,), which are recent
introductions, all the cultivars that group together
according fo the similarity data in the first group, and
that correspond with the traditional Jerte cultivars,
have a narrow distribution of S alleles with different
combinations of just three S alleles: 5,, S, and 8,
Most of these cultivars (Table 1) have the constitution
5,5, and would pertain to the cherry incompatibility
group VI, while the remaining are either §.5; or §,5,.
Similarly, two other old cuitivars that appear in the
other groups (‘Del Gorde’ and ‘Pretera’} also have
the S-constitution $,5,. The rest of cultivars show the
S, allele in combination with different additional
alleles like S; and S,, except ‘Temprana Negra® that
is 3,8, and ‘Ramén Rachilla’ that is S;. Thus, it
seems that the traditional germplasm from the Jerte
valley contains three alleles (55, 8, and S;), while the
introduction of new cultivars has resuited in the
presence of additional alleles The origin of cherry
cultivation in this Valley is unclear. Whether it started
with few genotypes introduced centuries ago in this
area, or through local domestication of promising
wild individuals, the genetic basis appears to be small
This is compatible with the good nurober of pheno-
typic characteristics shared by the local cultivars. If
the culdvars are derived from populations of wild
cherries present in the Valley, those populations
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should present a high frequency of the 5, allele,
Theoretical models predict that populations should
contain a limited number of alleles but the frequencies
of the different incompatibility phenotypes are ex-
pected to be equal although this can be altered by a
number of factors such as linkage of the S-locus to
other loci subject to selection, stochastic effects re-
lated to the founding of populations or the size of the

population (Lawrence 2000; Raspé and Kohn 2002}
Studies involving local wild chemy populations
should be camied out in order to answer these ques-
tions

We are aware of only one study on the intercom-
patibility of the varieties cultivated at the Jerte vailey
(Gil-Albert. F & P. Hoyos, 1986) In that work, the
anthors made some crosses between some of the
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cultivars included in our study and, aithdugh most of
the results are corroborated with the molecular data
obtained here, some discrepancies are apparent, prob-
ably due to the unreliability of the nomenclature of the
cultivars. The establishment of the germplasm bank
and the fingerprinting of the genotypes with molecular
markers can be useful to overcome this problem.
Regarding the four most important “picaa” cultivars
{*Ambrunés’, ‘Pico Colorado’, ‘Pico Limén Negro’
or ‘Pico Negro®) our results indicate that only ‘Pico
Colorado’ (8,5,) would be intercompatible with any
of the other three cultivars that show the same S-allele
constitution (§,8,) that, consequently, are inter-in-
compatible.

The traditional way of cherry cultivation in the
Valley based on small properties and a diversity of
cultivars allowed an efficient pollination vith compat-
ible pollen among cultivars that shared some S-alleles
since compatible cultivars were likely always found
nearby. However, the process of selection of the most
interesting genotypes, especially in the late-maturing
waditional cultivars could lead to the cyltivation of
fewer cultivars and, consequently, to the: appearance
of production problems due to incompatibility. Con
sequently, the tesults obtained in this wotk can be of
help in order 1o conserve the local germplasm, design
crosses to develop new genotypes taking :idvmt.age of
the variability already present and designing the best
cultivar combinations in new orchards to keep the
traditional characteristics of the cherries harvested in
the valley together with the aveidance of preduction
problems due to incompatibility.
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Summary

In recent years we have witnessed critical advances in the applications of moleculas markers for genetic fingerprint-
ing in cubtivated plants. Their advantages have been widely recognised but they are even more important in woody
perennials due 1o some particularities of these species such as their long generation time their large individual size
and their vegetative propagation. In this review, the information so far published in molecular fingerprinting of
temperate fruit tree species using DNA markers is analysed with the goal of obtaining a common ground that wifi
allow an easier and faster genetic identification that, at the same time, has to be reproducible among laboratories

Introduction

T'he production of certified plant material in fruit and
nut tree species requires the application of fast and
refiable techniques to identify both old and new gen-
otypes Tradidonal methods to identify cultivars and
roots{ocks are based on phenotypic observations; how-
ever, this is a slow process due to the long juvenile
period of the trees and it is subjected to environmental
influences. The incorporation of new methodologies
into fruit certification schemes will accelerate and
optimise the identification process. by allowing the
fingerprinting of each genotype at any stage of de-
velopment and independently of environmental factors
that may influence the phenotype Furthermore since
most temperate fruit tree species are vegetatively
propagated, the identification of genotypes atfows a
standardizable reference for the identification of any
cultivar and to control its propagation.

Puring the last ten years we have witnessed fast
and important advances in the methods used to analyse
and study nucleic acids in both animals and plants
These studies have resulted in the development of dif-
ferent kinds of DNA markers that have been success-
fully applied in plant and fruit tree breeding. Among
other applications. DNA markers are a useful tool for

selection and gene introgression when they are linked
to genes of interest (Hormaza et al, 1994a; Durman
& Korban. 1994} for the construction of genetic maps
(Rajapakse et al , 1993), and for the identification of
cultivars and the study of the similarity and the genetic
distance among them (Duneman, 1994),

Almost any kind of DNA markers can be used
for fingerprinting fruit tree species. The most widely
used have been RAPDs, RFLPs, AFLPs and. more
recently SS5Rs and ISSRs Inm this paper we review
the work carried out using different molecular marker
approaches for the genetic fingerprinting of the main
temperate fruit wee species, including pome and stone
fruits ofive and nuts. and analyse the advantages and
disadvantages of the different methods.

R¥FLPs: Restriction Fragment Length
Polymorphisms ’

RFLPs are DNA fragments obtained from a DNA di-
gestion step followed by a hybridisation step. thus
resulting in a specific DNA-restriction enzyme-probe
pattern. Following their initial use in human genome
studies in the late 70°s (Boistein et al, 1980), RFLPs
have been widely used in plant breeding and finges-
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printing (Tanksley et al. 1989; De Vicente et al.
1998)

Pome fruits

Initial work with RFLP markers to detect culéivar
variation amoug apple (Malus x domestica Borkh.)
cultivars and clones was carried out using a cDNA
library of the micropropagated cultivar McIntosh “Wij-
cik’ (Watillon et al., 1991). A selected probe revealed
enough polymorphism to distinguish among ten apple
cultivars and six rootstocks and it was possible to
identify closely related cultivars as ‘Golden’ and *Jon-
agold’ but as expected, not the monogenic mutant
‘Jonagored developed from 'Tonagold' Chloroplast
and mitochondrial DNA probes have also been used
for RFLP analysis. Thus, Ishikawa et al (1992) used
this technique to analyse eighteen apple cultivars and
three rootstocks and observed three different cytoplas-
mic groups that could imply different genetic origins
On the other hand Nybom et al. (1990) used the min-
isatellite probe M 13 for DNA fingerprinting in several
Rosaceae species They were able to differentiate the
four apple cultivars included in the study with any one
of the restriction enzymes used and they detected in-
tracultivar variation in one of them (‘Rome Beauty’)
However in a later work (Nybom, 1990). the same
approach did not allow to differentiate among fifteen
different sports of the apple cultivar *Red Delicious’.

Stone fruits

Within the stone frvits. the minisatellite probe M13
in combination with four restriction enzymes (Nybom
et al. 19901, was used to differentiate four geno-
types of black cherry (Prunus serotina Ehrh.). Later,
34 peach (Prunus persica L ) cultivars were identified
with just nine RFLP fragments from six selected ge-
nomic clones that were used as probes {Rajapakse et
al, 1995). Similarly. 45 different phenotypes from 52
apricot (Prunus armeniaca L) cultivars (De Vicente
et al. 1998) were identified using 31 selected probes
developed in almond (£ anygdalis. Batsch ) The
similarity matrix obtained from the molecular data
was used (o construct a dendrogram that separated the
Spanish apricot cultivars from those from Europe and
North America

Other species

In olive (Olea europaea L.}, RELPs have also been
used to identify five types of chloroplast-DNA patterns

in cultivars, old local trees and oleasters (wild olives)
from the Mediterranean basin {Amane et al, 199%9).
The study concluded that one type of chloroplast is
mainly found in ofeasters and cultivated tees. three
are exclusive of oleasters and a fifth is found in both
cultivated and oleasters In walnut RFLP markers
were used to identify and estimate the genetic relation-
ships among 48 accessions of Persian Walnut (Juglans
regia L ) of different geographical sources grouping
the genotypes studied into two main groups according
to their origin (Fjellstrom et al., 1994)

Although RFLPs are a strong ool for many plant
breeding applications. the main limitation for their
utilisation in the identification of genotypes in plants
lies in the low relation between the degree of poly-
morphism generated and the complexity of their use.
As a consequetice. new strategies mainly based on the
Polymerase Chain Reaction (PCR). have been used to
obtain molecular markers useful in genetic fingerprint-
ing Among these. RAPDs and microsatellites have
beer the preferred markers for fingerprinting fruit and
nut tree species )

RAPDs: Randomly Amplified Polymorphic DNA

RAPDs are fragments of genomic DNA amplified
through PCR using a decamer primer of random se-
quence. where polymorphism depends upon the pres-
ence or absence of an amplification product The vse
of RAPDs in different organisms began in the late
80's (Williams et al . 1990}, and due to their sim-
plicity and speed they have become a very valuable
tool for cultivar identification and genetic similarity
studies in plants RAPD markers have been used by
several laboratories to identify genotypes of different
temperate fruit tree species

Pome fruits

Various examples of the application of RAPDs for
fingerprinting and analysis of genetic similarities are
available in apple Thus, Koller et ai {1993) could dif-
ferentiate eleven cultivars using just two primers. Mul-
cahyetal (1993) were abie to characterise twenty-five
apple accessions representing eight cullivars again
with two primers and Tancred et al (1994) used a
single primer to differentiate a new apple genotype
from three similar commercial cultivars Duneman
(1994) used RAPD markers to differentiate and siedy
the similarity of 27 apple cultivars and 18 accessions

of different Malus species and the resuits obtained
agreed with their known pedigree or phylogenetic in-
formation Similarly, Landry et al (1994) fingerprin-
ted eight apple rootstocks and the lines derived from
them and confirmed the known genetic relationships
among them. Although new molecular markers are
currently available, RAPD markers are still being used
for fingerprinting apple genotypes: thus. Autio et al
(1998) identified 13 rootstocks with just two primers
and Oraguzie et al (2001) have recently identified 155
genotypes representing new and old cultivars with 9
primers

Contrasting to the work carried out in apple. mo-
lecuiar studies in pear have only recently been initi-
ated. Thus. characterisation of the genus Pyrus has
been carried out with RAPDs by Oliveira et al. (1999),
that fingerprinted and calculated genetic relationships
among nine pear (P commiars L) cultivars and 3
wild Pyrus species More recently. Mente-Corvo et
al (2000} also used RAPD markers to fingerprint
and study the genetic similarities among 25 common
and 4 Tapanese pear [Pyrus pyrifolia (Burm.) Nak |
cultivars

Stone fruits

RAPDs have been nsed extensively to fingerprint gen-
otypes of the most agronomically interesting Prunus
species such as peach almond, plum cherry or
apeicot

In peach, Warburton & Bliss (1996) analysed with
RAPDs a set of 136 cultivars from different geograph-
ical origins The genotypes clustered into twel¥e main
groups Nine of these clusters comprised the Asian
cultivars while the European and American cultivars
were grouped in three clusters revealing less genetic
diversity Lu et al (1996) were abie to distinguish
among eighteen peach rootstocks with RAPDs. ob-
taining genetic similarity relations that agreed with
their putative pedigree In this sense, genefic diversity
of forty-one Prunus roofstocks involving different
species and interspecific hybrids was analysed with
RAPDs by Casas et al. (1999). distinguishing three
maif clasters in agreement with previously defined
groups

Bartolozzi et al. (1998) studied the genetic related-
ness and possible origins of seventeen California al-
mond varieties using 20 RAPD primers. and they were
able to distinguish al the cultivars from each other
except the bud sports mutations, and clustered the
genotypes in three groups according to their pedigree
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Ortiz et al (1997) were able to differentiate
among twenty-eight hexaploid and three diploid pium
cultivars of different geographical origins with the
amplification fragments obtained with three primers,
showing a clear separation between the diploid and
hexaploid genotypes and a good correlation with their
known pedigree Similarly. Shimada et al (1999) were
able to discriminate among 42 plum cultivars of dif-
ferent pioidies with 20 RAPD markers establishing
two major clusters {European and Japanese) with good
correlation with previous classifications.

In sweet cherry {P. avium L) molecular charac-
terisation of a set of eighteen cultivars with RAPD
markers was carried out by Gerlach & Stésser (1997)
They were able to distingnish sixteen of the cultivars
with twenty-three RAPD primers but as expected
they found no differences among sports

Shimada et al (1994) studied the genetic relation-
ships among 54 Japanese apricot (P muume Sieb. et
Zace ) cultivars with 95 RAPD primers and classi-
fied them in seven groups that reflected their crigin
Later Takeda et al {1998) investigated the relation-
ships between thirty-three apricot cultivars and two
related species (P, sibirica L and P. brigantina Vill)
with 18 RAPD primers clustering the genotypes into
two main groups, cultivars originated in the East (east-
ern China and Japan) and cultivars from the West
(Europe Central Asia and Western China)

(Mive

Initial RAPDs studies in olive involved the analysis
of a group of seventeen olive cultivars from differ-
eat origins by Fabbri et al (1993) with seventeen
RAPD primers. The resulting dendrogram clustered
the cultivars according to their Fruit size-oil conteat,
but not in agreement wiih their geographic origin.
Similar studies have been carried out using RAPD
markers in several sets of olive cultivars from the
Mediterranean Basin Thus. different accessions of six
olive cultivars commonly cultivated in Israel and the
West Bank were also fingerprinted with RAPDs by
Wiesman et al (1998) Fourteen primers were necded
to conclude that the ‘Nabali’ group contains genetic-
ally different genotypes, On the other hand the four
‘Souri” variants showed to be genetically identical
The fingerprinling analysis with RAPDs showed a
high genetic diversity among the most common cul-
tivated varieties in the area Mekuria et al (1999}
investigated the genetic variability of twenty-two ac-
cessions of three common cultivars {*Manzanillo’,
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Kalamata and “Verdale ), and seventeen ACCesslons
of other eight cultivars that are thought to inclede
synonyms or homonyms Six primers were used o
differentiate among the accessions A high degree of
genetic variability was found among the “Verdale’ ac-
cessions while little or no variation at all was detected
among the “Manzaniflo’, Kalamata’. ‘Nevadillo” and
“Picual’ accessions Twenty-two Spanish olive acces-
sions collected in areas geographically proximal, were
idensified with RAPD markers by Claros et al, (2000).
Similarly. Bespard et al (2001} distinguished 102
olive cultivars with 45 markers that grouped thent ac-
cording to their geographic origia and to their specific
use Belaj et al. (2001) identified 51 olive accessions
obtained in diverse countries with 46 RAPD primers.
obtaining a good corelation between similarity res-
ults and geographical origin. Finally, Sanz-Cortes et
al. {2001} were able to identify 40 olive cultivars with
34 RAPD bands aiso finding a good correlation of the
similarity data with their geographic origin.

Nuis

Initial work on molecular identification of pistachio
(Pistacia vera 1.} was catried out by Hormaza et al
{1994b) and Dollo et al. (1995) They examined ffteen
pistachio cultivars with fourteen RAPD primers and
clustered them according to their geographical crigin
distinguishing two major clusters. one comprising cul-
tivars originated in the Mediterrancan countries and
the other from Iran and the Caspian Sea In a lat-
ter experiment (Hermaza et al, 1998), the number
of genotypes closer to the centre of origin analysed
by RAPDs was increased. and the results agreed with
carlier results since most of the new genotypes fell into
the Tranian-Caspian clustet,

Nicese et al (1998) characterised with eighteen
RAPD primers a group of nineteen walnut genotypes
that included closely related released cultivars and
parents of breeding programs; the cluster anajysis sep-
arated the genotypes into two groups based in the
similarity with their ancestors. BN

Molecular fingerprinting of clones of sixteen sweet
or European chestout (Castanedu sativa Mill ) commer-
cial cultivars from the south of Italy was also carried
out with RAPD markers (Galderisi et al.,, 1998) All
the caltivars could be distinguished with the ampli-
fication pattern of nineteen primers and some misla-
belled clones were uncovered. Oraguzie ef al {1998)
compared morphological and RAPD markers of eight-
een New Zealand chestnut accessions in an ateemnpt

to establish phylogenetic relazionships and crigin of
the genotypes The results obtained with 10 primers
showed to be efficient in groupig the selections ac-
cording to their geographic origin and fo clear some
hypothesis aboui the origin of the accessions
All these resufts point out that RAPD markers can

be successfully used to establish identification pro-
grams for a specific laboratory. but it 1s difficult to
compare or reproduce results among different labot-
atories, Due to the short length of RAPD primers
(10 bp), there can be many complementary sites in
the genome, and consequently. the amplification pat-
tern obtained may vary amoag different assays with
the same material (Jones et al . 1997). An alternative
technique to generate more reproducible markess from
RAPD data could be the use of Sequence Character-
ized Amplified Regions (SCARs) (Paran & Michel-
more, 1991). SCAR markers are obtained from a PCR
reaction using fonger primers synthesised after the se-
quencing of selected RAPD amphification fragments.
resulting in a more restrictive and robust assay. This
technigue has been successfully applied for rootstock
identification in Vitis (Xu & Bakalinsky. 1996) and
cultivar identification in raspberry (Rubus idaeus L)
(Parent & Pagé, 1998)

AFLPs: Amplified Fragment Length
Polymoiphisms

Other kind of DNA markers used to a lesser extent in
the identification of temperate fruit trees are AFLPs
{Vos et at, 1993). These markers combine RFLP and
PCR techniques as they are specific PCR amplified
fragments of restriction digests Their use is more
complex than that of RAPDs or S5Rs since there
are several steps involved besides PCR amplification
and marker analysis, They require a genomic Testric-
tion digestion ligation of adapters to the restriction
ends and the use of primers that contain the adapter
sequence, the enzyme target sequence and selective
nucleotides. Although AFLPs are also dominant mark-
ers they reveal a high level of polymorphism and a
great amount of markers per assay resulting in a very
high discrimination power for germplasm analysis
Anglicliflo et al (1999) used AFLP markers to
establish genetic relationships in the genus Olea by
compazing 43 olive culdvars 30 wild olives and 9
Qlea species Five primer combinations produced 121
polymorphic AFLP markers that allowed the genetic
analysis of the genotypes Twenty-five common and

4 Japanese pear cultivars were also analysed with
AFLPs by Monte-Corve et al. (2000) that also studied
Fhe genetic similarities among the genotypes stud-
ied They obtained similar resuits using AFLPs and
RAPDS Recently, Goulao et al. (2001) analysed 24
diploid and 4 hexaploid plum cultivars with AFI Ps
cleatly separating both groups.

Despite the numerous reports on the application of
AF-[PS fgr fingerprinting purposes in annual plants
their use in identification of temperate fruit tree geno-’
types has been scarce. probably due to the avaifability
of other approaches such as microsatellites that are
easier to handle

Microsatellites or SSRs: Simple Sequence Repeats

Besides the development of RAPDs and AFLP mark-
ers, newer PCR-based techniques are being increas-
ingly used for fingerprinting purposes. Microsatellite
maxker.s or S5Rs (Litt & Luly, 1989) are currently
becoming the preferred technique for the molecular
characterisation of different plant species (Gupta &
Varshney, 2000}, The presence in the eukaryotic gen-
omes of sequences of repetitive DNA, Aanked by
speqﬁc regions, allows their ampiification when the
flanking sequences are used as primers in PCR. The
polymprphism reflects changes in the number of Te-
peats in each genotype. When there is not enough
sequence data available, the process to identify, clone
.and sequezce the flaniing regions is cumbersome as
1? requires the construction and screening of genomic
libraries However. new alternatives are available to
Eivoid the process of library construction and screen

Ing One can be the RAHM (Random Amplified
Hibridization Microsatellites) technigue (Cifarefti et
al , 1995) that hybridises repetitive sequences directly

onto RAPD bands Ancther alternative is based on re-

cent results that demonstrate that fAanking sequences

can be transported among related species and gen-

era (Cipriani et al., 1999; Di Gaspero et al, 250{}'

Hormaza 2002; Huang et al . 1998; Sosinski et al '

:200(}; Yamamoto et al. 2001) opering the possibil-
ity of using sequences alieady isolated in a different

species for identification purposes.

A variation on SSRs are ISSRs or Iater Simple
Sequence Repeats (Zietkiewicz et al, 1994). In this
system microsatellites are targeted io take advantage
of their abundance but without the need of priot :e-
quence knowledge to design the primers. ISSRs are
obtained through the amplification of DNA found
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be.tween microsatellites, by priming the PCR reaction
with a repetitive sequence anchored by arbitrary or de-
generate nucleotides. As a result, a large number of
bands useful for fingerprinting purposes are obtained.

Pome fruits

Isolation and sequencing of microsatellite flanking se-
quences in the apple genome have been carried n:t by
several laboratories and the obtained polymorphic loci
have been used efficiently to determine the identity
qf various cultivars Thus. twenty-eight microsatei-
I{te primer sequences were obtained from a genomic
library of the cultivar ‘Royal Gala® enric]::ecl with
(GA) repeats (Guilford et al, 1997). With fourteen
sefected pairs of primers, polymorphic foci were ob-
served in most of the twenty-one cultivars analysed,
and Mendelian inheritance of those markers was con-
firmed in the progeny of a cross between ‘Royal Gala
and clone A-172-2 Similarly, from an enriched library
of the apple cultivar 'Florina’, Gianfranceschi et al
(1998) developed sixteen microsatellite primers thaf
were used for the fdentification of nineteen apple cul-
tivars. Again two cultivars that differ in a few colour
mutations (*Starking’ and ‘Red Deficious’) could not
be differentiated but jt was possible to identify the
triploid cultivars cue to the presence of three alleles
Hokansonet al (1998) used eight microsatellite mark-
ers developed in the cultivar ‘Golden Delicious’ o
characterise stxty-six apple accessions. Through this
scref_:ning they were abic to determine the genetic di-
vcrsny‘ among the accessions, although seven pairs of
accessions could not be differentiated due o being
sport mutations or closely related genotypes Sirmilar-
ity analysis clustered the accessions in agreement with
their putative pedigree In a recent work (Hokanson
et al. 2001) amatysed 142 accessions of 23 Malus
species. hybrids and cultivars With the eight previ-
ously developed SSR primers This set of primers was
enough to distinguish all but five pairs of genotypes
that were thought to be different, and revealed a high
level of variation -
Although molecular studies in pear are scarce,
88Rs developed in apple can be useful for pear fin-
gerprinting Thus Yamamoto et al (2001) have used
that approach to identify 36 pear accessions that in-
cluded hoth Japanese pears (B pyrifolia). Chinese
pears (P brerschneideri Rehder and P ussuriensis
Maxim.)‘ European pears (P conmnunis), a wild spe-
cies (P, calleryana Decne) and interspecific hybrids
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All the genotypes studied except mutants could be
distinguished.

Stone fruits

Most SSR sequences in stone fruit species have been
developed in peach. Cipriani et al {1999) cloned and
sequenced seventeen microsatellite primer pairs from
the cultivar ‘Redheaven’; fifteen of those were poty-
morphic and useful to identify ten peach genotypes
and their Mendelian inheritance was demonstrated
through analysis of a segregatiag backcross popuia-
don Testolin et al (2000) used a set of twenty-six
microsatellite sequences. including those published by
Cipriani et al (1999), to analyse 50 cultivars. Simil-
arly to other molecular fingerpzinting studies. the sport
mutants could not be differentiated from the original
genotypes Another set of ten peach microsatellite loci
have been reported by Sosinski et al (2000} who
screened 28 peach cultivars.

Microsatellite primer pairs developed mainly in
peach have been used for fingerprinting other Prunus
species Thus, Downey and Iezzoni (2000) used one
primer pair developed in sweet cherry, and 2 de-
veloped in sour cherry and peach to fingerprint 66
black cherry (Prunus serotina) genotypes; Cantini et
al (2001) used 10 primer pairs from peach sweet
and sour cherry to identify 59 tetraploid sour cherry
(Prunus cerasus L ) genotypes; Hormaza (2002) iden-
tified 48 apricot genotypes with 20 primers pairs from
peach grouping the cultivars according to their geo-
graphical origin and/or known pedigree information;
similarly Wiinsch & Hormaza (submitted) have used
nine peach primer pairs to fingerprint 76 sweet cherry
genotypes grouping them according to their origin

Regarding 1SSRs. Goulao et al. {2001} have com-
pared the results obtained analysing 24 diploid and 4
hexaploid plum cultivars with AFLPs and ISSRs. All
the genotypes could be identified and the genotypes
separated into two groups according to their ploidy
They reported higher reproducibility for ISSRs than
for AFLPs

Olive

Thirteen microsatellite loci have been identified in
olive from a genomic enriched library of the cultivar
‘Arbequina’ (Rallo et al. 2000) This set of SSR
primers were used (o screen a set of 46 olive cultivars,
five of them revealed polymorphic patierns of the ex-
pected size, and were useful to differentiate 95% of
the genotypes analysed A segregating population of

96 genotypes from the cross of “Leccino’ and "Dolce
Agogia® was also screened and Mendelian segregation
was confirmed for those loci that were polymorphic
between the parental genotypes.

Conclusions

The different works reviewed in this papes reveal that
the studies to identify temperate fruit tree species with
different molecular DNA markers, have succeeded

in distinguishing among accessions, clarifying syn- -

onyms. identifying mislabelled culiivars, establishing
genetic similarities or geographical origins and giv-
ing hints about the process of domestication. In fact,
molecular identification is especially useful in fruit
tree species. generally characterised by a high level
of polymosphism ameng cultivars and no vartation
within cultivars due to vegetaiive propagation DNA
fingerprinting is even more important in the case of
rootstocks since often there are little morphological
differences among them. and once they have been
erafted their identification results extrémely difficult

However, most of the results reported deal with
research carried out in unrelated lzboratories and the
cultivars studied vary among the different experi-
ments. a situation that makes difficult the comparison
of results among laboratories or among the different
approaches used Therefore, it is becoming necessary
the establishment of standard protocols for molecular
identification of these species; in fact this standardisa-
tion is indispensable in erder to be used in any official
certification system

Each type of marker system has advantages and
disadvantages and it is necessary to evaluate the use-
fulness of each marker before its application Among
the DNA murkers developed in the last two decades,
probably microsatellites are currently the marker of
choice for fingerprinting purposes in fruit tree species.
Omne of the advantages is the high level of poly-
morphism they reveal due to the high mutation rates
associated to the repetitive sequences. Another ad-
vamége is the fact that they are mostly codominant
markers which allows to distinguish between hetero-
zygous and homozygous individuals, at the same time
they are inherited in a Mendelian fashion which per-
mits to carry out paternity analyses Furthermere the
high reproducibility of microsatellites compared to
other markers (McGregor et al. 2000) atlows confid-
ent exchange and standardisation of protocols among
laboratories The main disadvantage of microsatellite

markers is the large amount of effort that has to be
dedicated to isolate them Nevertheless the possibil-
ity to transport microsatellite loci among species and
genera. makes a whole set of isolated microsatellites
readily available for germplasm characterisation. In
the case of fruit tree species. microsatellites developed
in apple and peach can be useful for other pome and
stone species 1espectively. None of the other kind of
currently widespread markers used for fingerprinting
purposes (RAPDs, RFLPs, ISSRs or AFLPs) meet
those advantages at the same level thar microsateilites.
New DNA technolegies are constanily being de-
veloped in human genomic research Among those,
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) (Wang et
al, 1998) seem to be of growing interest due to their
high frequency Although SNPs are just beginning to
be used in plants {Coryell etal.  1999) and their applic-
adon into fruit breeding schemes will not take place
immediately, fruit tree identification will surely benefit
from them in the future
On the other hand. we have always to keep in
mind that in several fruit species. such as apple, some
of the main commercial cultivars are somatic muta-
tions of different traits, ‘sports’. that constitute an
improvement over the original genotype However,
since most ‘sports are single or few gene mutations,
the original and the derived cultivar are identical at
the genetic level except for the mutation responsible
for the difference As evidenced in some of the works
described here the distinction between the original and
the derived genotype is ditficult using just the cur-
rently implemented molecular approaches. However.
since most of these mutations are identifiablé phen-
otypically (fruit colour. fruit shape, tree size, tree
shape, branching habit, etc ), pienotypic observations
muost still complement the results obtained using mo-
lecular markers to identify ¢lones that differ in one o
few genes at least until new molecular methods be-
come available In fact, molecular identification is
just another tool that will be added to the battery of
approaches used to identify fruit tree coltivars and
rootstocks and both phenotypic and genotypic obser-
vations must be mutally complementary for cultivar
fingerprinting
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