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Resumen

Resumen

Antecedentes, justificacion y objetivos

El albaricoquero (Prunus armeniaca L.) es una especie diploide con un genoma
de 2n=2x=16 cromosomas. Pertenece a la familia Rosaceae siendo una de las especies
del género Prunus mas importantes desde el punto de vista agricola ya que representa
el tercer frutal de hueso en importancia econdmica a nivel mundial después de

melocotonero y ciruelo.

Esta tesis doctoral describe la respuesta diferencial a nivel gendmico,
transcriptomico y hormonal frente a PPV en dos variedades de albaricoquero, ‘Rojo
Pasion’ (resistente) y ‘Z506-7' (susceptible). En un primer capitulo sobre los
antecedentes de la investigacidn en la resistencia a sharka se describirdn las especies
del género Prunus sobre las que esta resistencia ha sido estudiada, debido a que
muchos de los estudios moleculares son extrapolables entre las distintas especies del
género por lo que es conveniente establecer las relaciones entre las especies mas

importantes.

Polimorfismo genémico

A partir de los resultados del andlisis de variaciones de variaciones de secuencia
de microsatélites (Simple sequence repeat, SSRs) y variaciones de nucledtidos (SNPs)
en el genoma de albaricoquero, basandonos en la secuenciacién de alto rendimiento
del RNA (RNA-Seq) y combinando la espectrometria de masas para el genotipado de
SNPs, podemos decir que se trata de un enfoque que proporciona una alta flexibilidad,
reproducibilidad y precisidon en los ensayos, suponiendo una herramienta sélida para
detectar diversidad de nucleétidos en regiones codificantes del genoma del Prunus.
Ademas, el uso de regiones codificantes de DNA para el desarrollo de SNPs a partir del
RNA-Seq representa una ventaja adicional, ya que las funciones de muchos de los genes
identificados en el genoma del melocotonero son a menudo conocidas. Los SNPs validados
identificaron un total de 267 combinaciones alélicas en los 37 genotipos, dandose para la

mayoria de los SNPs 3 combinaciones alélicas en cada genotipo.
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Resumen

A pesar de esto, la naturaleza bi-alélica de los SNPs hace que la media del
numero de alelos por locus (2,8), la media observada de heterocigosidad (0,38) y el
poder de discriminacién (0,51) den valores mas bajos que en el caso de los SSRs. Sin
embargo, la disponibilidad de un mayor nimero de SNPs con respecto a SSRs hace que
los SNPs sean una herramienta idénea para estudios de relaciones y diversidad

genética entre variedades.

Los resultados obtenidos muestran sin lugar a dudas la gran influencia del LG 1
en la resistencia al PPV en albaricoquero. Estos datos nos ayudan a enfocar estudios
dirigidos hacia zonas mas concretas del genoma en la busqueda de QTLs que controlen
un mayor porcentaje de la variacion del cardcter, saturando otras zonas de interés
fuera del PPVres y disefiando marcadores especificos que nos aporten informacion de
la expresion fenotipica de determinados caracteres en cada uno de los descendientes

de una poblacién.

Analisis de Expresion génica

Desde el punto de vista metodolégico, el RNA-Seq se ha mostrado como una
herramienta muy poderosa en el analisis de la interaccién PPV/albaricoquero aunque
no parece ser la herramienta definitiva para resolver los problemas de expresion base
ni los determinantes genéticos. EI RNA-Seq se presenta como una herramienta

complementaria a los estudios gendmicos con menor cantidad de datos.

Las diferencias transcriptdmicas a nivel de expresidon de genes confirmaron que
la susceptibilidad a PPV en albaricoquero es un proceso complejo basado en la batalla
continua entre el virus (PPV) y la planta (Prunus armeniaca) a nivel de genes de
resistencia del patégenos y a nivel de silenciamiento génico similar a la respuesta

observada en melocotonero en trabajos anteriores.

La resistencia a PPV en albaricoquero es también un proceso complejo que
también se basa en una batalla continua entre el virus (PPV) y la planta (Prunus) donde
los genes MATH (control a larga distancia de los movimientos del virus) estan

involucrados junto a otros genes (efecto del fondo genético).
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Resumen

Otros genes candidatos implicados en la resistencia son Pleiotropic drug
resistance 9 gene; Cysteine-rich secretory proteins, Antigen 5 and Pathogenesis-related

1 protein (CAP) y Late embryogenesis abundant protein (LAE).

La respuesta de resistencia que se observa en el albaricoquero es diferente de
la respuesta que se observa en ciruelos hipersensibles resistentes. Por tanto parece
que si bien la susceptibilidad es un proceso similar entre especies la resistencia

dependen de cada especie.
Cambios hormonales

La respuesta hormonal [andlisis de las citoquininas trans-Zeatina (Z), Ribdsido
de Zeatina (ZR) e Isopentenil Adenina (iP); las giberelinas GA1, GA3 y GA4; las auxina
Acido Indolacético (IAA); el Acido Jasmdnico (JA); ademas del Acido Abscisico (ABA), el
Acido Salicilico (SA) y el precursor del etileno Acido-1-Aminociclopropano-1-Carboxilico
(ACC)] en diferentes variedades de albaricoquero resistenctes y susceptibles a PPV y en
melocotonero GF305 control e inoculadas pusieron de manifiesto la importante

implicacion del SA y la citoquinina trans-Zeatina en la infeccién del virus en Prunus.

Es de destacar que tras la inoculacién de la variedad de albaricoque ‘Rojo
Pasidon’ con PPV se produce un descenso de los niveles de ABA que puede ser el
responsable de favorecer la sefalizacién de la ruta del SA. El descenso del ABA
favorece favorece las condiciones oxidativas dentro de la célula lo que a su vez induce
la forma monomérica del NPR1, que es capaz de ser trascolada al nucleo e indicar la

sefializacion de las respuestas mediadas por el SA.
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Capitulo 1 / Antecedentes, Justificacion y Objetivos

1. ANTECEDENTES, JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

1.1. El albaricoquero

1.1.1. Descripciéon taxondmica de la especie

El albaricoquero es un arbol frutal perteneciente a la familia Rosaceae vy la
subfamilia Prunoideae, se encuentra encuadrado dentro del género Prunus (frutales de

hueso) y subgénero Prunophora.

La clasificacion taxondmica de esta familia Rosaceae ha variado
considerablemente (Potter y col., 2007) segun el método seguido, pero casi todos los
autores establecen en ella unos 90 géneros con unas 3.000 especies muy heterogéneas
(rosa, fresa, manzano o almendro) aunque podemos destacar como caracteristica
comun un receptaculo floral muy desarrollado. Esta familia a pesar de su diversidad se
considera como monofilética y en la actualidad su taxonomia interna esta siendo
ajustada mediante estudios genéticos en base al DNA nuclear y cloroplastico (Potter y
col., 2007). Dentro de esta familia se reconocen tres subfamilias Rosoideae,
Dryadoideae y Spiraeoideae, esta ultima subfamilia incluye actualmente al género

Prunus (Potter y col., 2007).

Taxonémicamente el género Prunus consta de mas de 200 especies
encuadradas en cinco subgéneros (Rehder, 1940) Amygdalus (melocotoneros y
almendros), Cerasus (cerezos), Prunus (albaricoques vy ciruelos), Laurocerasus y Padus
(estos dos ultimos géneros sin interés agricola). No obstante, los estudios cladisticos
basados en el DNA nuclear y cloroplastico indican la existencia de Unicamente 4
subgéneros Amygdalus, Cerasus, Prunus y Eplectocladus (Bortiri y col., 2001; Potter y

col., 2007).

Estos cuatro subgéneros se caracterizan por poseer un numero bdsico de ocho
cromosomas (x=8) que mediante poliploidia ha generado las distintas especies del
género. De este modo encontramos especies diploides de Prunus como el almendro [P.
dulcis D.A. Webb (anteriormente P. amygdalus Batsch)], melocotonero [P. persica (L.)
Batsch], albaricoquero (P. armeniaca L.), el ciruelo japonés (P. salicina L.) y el cerezo

dulce (P. avium L.) que contienen la dotacién cromosdmica 2n = 2x = 16. Otras especies
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Capitulo 1/ Antecedentes, Justificacion y Objetivos

han multiplicado por cuatro la dotacién cromosémica original como el endrino (P.
spinosa L.), el cerezo amargo (P. cerasus L.), o P. fruticosa Pall. (2n = 4x = 32); o incluso
la han aumentado seis veces generando especies hexaploides como el ciruelo europeo
[P. domestica L.y P. insititia L. (2n = 6x = 48)] (Bouhadida, 2007).

El abaratamiento de la secuenciacion hasta 0,1 euro por Mb en 2013 (National
Human Genome Research Institute) ha permitido la generalizacidon de los estudios
moleculares para el establecimiento de las relaciones taxondmicas mucho mas
resolutivos que los estudios morfolégicos que fueron la base de su clasificacion inicial,
por lo que la clasificacion interna del género esta en continua modificacién por el

empleo de las nuevas herramientas moleculares.

La clasificacion subgenérica de Prunus esta lejos de ser comprendida (Bortiri y
col., 2001; Lee y Wen, 2001). El subgénero Prunus presenta una elevada complejidad
taxondmica (Hanelt, 1997; Nielsen y Olrik, 2001), debido a la enorme existencia de
especies y grupos diferentes. La existencia de transiciones intermedias entre taxones y
dentro de un mismo taxén, junto con los hibridos intermedios P.insititia - Pdomestica y
P. insititia - P.spinosa, genera una clasificacion confusa (Woldring, 2000). Sin embargo,
la posibilidad de cruzamiento entre distintas especies permite aumentar la plasticidad
del género, lo que da lugar a la produccion de nuevas variedades de interés
agronomico a la vez que permite la transmisién de resistencias entre cultivares de una
misma especie como es el caso del albaricoquero (Paunovic y col.,, 1988) o entre

especies préoximas como el melocotonero y el almendro (Rubio y col., 2003a).

Teniendo en cuenta el uso de caracteristicas morfoldgicas para la clasificacion
de Prunus, el hueso es el elemento mas estable y el que ha permitido establecer las
relaciones mds constantes en el tiempo (Woldring, 2000). Los indices obtenidos a partir
del hueso han permitido identificar especies e incluso variedades (Van Zeist y

Woldring, 2000; Nielsen y Olrik, 2001).

El género Prunus es uno de los mas importantes desde el punto de vista
agricola, con mas de 100 especies cultivadas (Potter y col., 2012. El género se divide en 5
subgéneros: Prunus (albaricoqueros vy ciruelos), Amygdalus (melocotoneros y
almendros) y Cerasus (cerezos) con gran interés agrondmico, y Laurocerasus y Padus

gue no poseen especies de interés agricola.
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Capitulo 1 / Antecedentes, Justificacion y Objetivos

El género Prunus alberga gran numero de especies frutales. Algunas de estas
especies, emparentadas filogenéticamente con el albaricoquero, suponen una fuente

secundaria de genes para su uso en mejora (Paunovic, 1988; Boonprakob y Byrne, 1990):

- Prunus brigantiaca (ciruelo alpino), deriva de P. armeniaca. Se cultiva en los

Alpes franceses.

- Prunus ansu y Prunus holosterica, cultivadas en el Extremo Oriente. Algunos

autores consideran que pertenecen a P. armeniaca.

- Prunus mume (albaricoquero japonés), cultivado en zonas humedas de China y

Japdn. Es mas resistente a las enfermedades de tipo fungico que P. armeniaca.

- Prunus sibirica (albaricoquero siberiano) y Prunus mandshurica (albaricoquero
de Manchuria), cultivadas al norte de Mongolia y caracterizadas por su

resistencia al frio.

Actualmente el albaricoquero esta clasificado como la especie Prunus armeniaca
(Linneo), también denominada Armeniaca vulgaris (Lamark) (Layne y col., 1996). P.
armeniaca presenta una gran diversidad de variedades, de las que mas de 1.300 se
encuentran en Europa (Ruiz y col., 2011). A nivel mundial se han descrito alrededor de
10.000 cultivares tipificados en 225 bancos de germoplasma segun la Comision de

Recursos Fitogenéticos de la FAO (http://faostat.fao.org).

La mayoria de los albaricoqueros cultivados pertenecen a la especie Prunus
armeniaca (Linneo), también denominada Armeniaca vulgaris (Lamark) (Forte,
1992).Dentro de la especie P. armeniaca existe una gran diversidad varietal. Sélo en
Europa, hay descritos mas de 1.300 cultivares diferentes (Ruiz y col., 2011). Por otro lado,
existen descritas en el mundo alrededor de 10.000 accesiones de albaricoquero censadas
en 225 bancos de germoplasma de todo el mundo, segun la Comision de Recursos

Fitogenéticos de la FAO (http://faostat.fao.org).

1.1.2. Descripcion botanica de la especie

El género Prunus fue descrito por Linneo en Species Plantarum (1753), en él se

incluyen arboles y arbustos caducifolios (salvo algunas excepciones), con flores
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Capitulo 1/ Antecedentes, Justificacion y Objetivos

hermafroditas formadas por cinco sépalos, cinto pétalos de colores rosados o blancos
(en algunas especies rojizos), numerosos estambres (15-30) y un Unico ovario infero

monocarpelar, aunque en algunas variedades tienen cinco carpelos (Figura 1.1).

Figura 1.1. Hojas, tallos, flores y frutos de albaricoquero. Cortesia de M. Cartaiia.

Este ovario tiene dos 6vulos de los que uno degenera tras la antesis. Su fruto es
una drupa generalmente con una semilla (ocasionalmente dos). De fuera a adentro
encontramos un exocarpo que puede ser piloso como en melocotonero y almendro, o
liso (ciruelo), a continuacion aparece un mesocarpo que puede ser carnoso (melocotén
y ciruelo) o coridaceo (almendro), la capa mas interna es el hueso lefioso que protege a
la semilla (Forte, 1992; Potter y col. ,2007). El albaricoquero es una especie diploide con
un genoma de 2n=2x=16 cromosomas, aunque se han encontrado algunos mutantes
tetraploides. Si bien la auto-incompatibilidad floral es frecuente dentro del género Prunus,
P. armeniaca es generalmente auto-compatible, aunque existe una gran variabilidad para

este caracter dentro de la especie.

En general, las variedades cultivadas en el sur de Europa son auto-compatibles,

mientras que las variedades cultivadas en América, Asia y Norte de Africa son auto-
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incompatibles. La incompatibilidad es de tipo gametofitica determinada por una serie
alélica (Burgos y col., 1997). También existen algunas variedades androestériles como

‘Colorao’ y ‘Arrogantes’.

Desde el punto de vista botanico, el albaricoquero se ha descrito como un arbol
de pequeiio tamafo (5 a 10 m de altura) con la corteza rojiza, hojas simples, alargadas,
ovaladas o redondeadas acabadas en punta abrupta, alternas con color brillante,
rojizas cuando inician el desarrollo para volverse verde al madurar. Su peciolo esta
engrosado y a veces lleva una glandula. Ademas de las ramas principales, presenta
diferentes tipos de ramos que configuran la forma y estructura natural del arbol:
dardos, brindillas, ramos mixtos, ramos anticipados y chupones. Las hojas son simples
y alternas, lisas, brillantes, de color rojizo cuando inician el desarrollo y verde intenso
cuando son adultas, con el haz de color verde oscuro y mas palidas en el envés, de
forma oval o redondeadas, algo acorazonadas, con el apice agudo, irregularmente
dentadas en los margenes y poseen un peciolo largo, asurcado y glanduloso. Su
longevidad supera los 50 afos, aunque comercialmente su cultivo oscila entre los 25-

30 afios (Lichou y Audubert, 1992; Forte, 1992).

Sus flores se encuentran situadas, mayoritariamente, en ramos mixtos, con
pedunculo corto, con bracteas, pentdmeras, con numerosos estambres, pétalos de
color blanco rosaceo y hermafroditas (Figura 1.1). Estas flores presentan un con
pedunculo corto, con bracteas, pentdmeras, con numerosos estambres, pétalos de
color blanco rosaceo y hermafroditas con tendencia a la precocidad como la mayoria
de las flores del género (Figura 1.1). Tras la fecundacion del 6vulo las paredes del
ovario comienzan a crecer y diferenciarse encontrando en el interior un hueso o hueso
lignificado, con forma aplanada, liso y dos surcos longitudinales, que alberga la semilla
formada por dos cotiledones con cubiertas de color marrén (Mehlenbacher y col., 1991;

Lichou y Audubert, 1992).

El fruto es una drupa de forma entre globosa u oval, con un surco ventral bien
diferenciado, de tamano variable, entre pequefo y mediano, ligeramente pubescente
(Figura 1.1). El color de la piel varia del amarillo claro al anaranjado e incluso naranja-

rojizo, y frecuentemente presenta una chapa de color rojizo en la zona expuesta al sol.
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La pulpa o mesocarpo es carnosa y de color blanquecino, amarillento o anaranjado,
aromatica y azucarada, con un dulzor caracteristico muy apreciado para consumo en
fresco, asi como para mermeladas, confituras, zumos y desecados como “orejones”, y
puede estar adherida al hueso o libre (Figura 1.1). El hueso o hueso es lignificado,
duro, de forma oval aplanada y con dos surcos bien definidos. La semilla es grande,

con cubiertas de color marrén y cotiledones blancos (Lichou y Audubert, 1992).

Su consumo es en fresco, pero una gran parte de la produccion mundial es
preservada en seco, incluso en algunas zonas se conservan ahumados (Huebei). La
mermelada de albaricoque también es otra utilidad importante, que puede usarse
como adhesivo dulce en pasteles como en el famoso Sachertote, o para glasear
reposteria. En oriente medio se deshuesan y se estofan para complementar al cordero
(Mishmishia). En algunas regiones de China se cultiva por su semilla. Las semillas de
albaricoquero se utilizan para aportar aromas a los ‘macaroons’ y galletas. En Japdn

también se cultivan por su valor ornamental, como Prunus mume.

La distribuciéon del albaricoquero esta restringida por sus caracteristicas
ecolégicas, lo que limita su cultivo a regiones de clima templado desde el Mediterrdneo

hasta Europa central, Estados Unidos, China o Australia (Mehlenbacher y col., 1991).

1.1.2. Origen, diversidad genética y antecedentes del cultivo

El origen de la especie cultivada albaricoquero fue ubicado durante algun
tiempo en Armenia en base a la rica cultura del albaricoquero en esta regién donde hay
evidencias arqueologicas de su cultivo dese el S. | d.C. (Faust, 1998). Los romanos lo
llamaron Mela armeniaca, pero su origen armenio fue refutado por De Candolle (1.885;
1886) debido a la la inexistencia de albaricoqueros silvestres en Armenia, por lo que
esta zona no puede ser su centro de origen. De Candolle establece el origen del
albaricoquero en China, apareciendo en la literatura china desde 2.205 a.C. Vavilov en
Origin and Geography of Cultivated Plants establece tres centros de origen para el
albaricoquero, un primer centro en China (China central y el norte del Tibet), un

segundo centro en Asia central (Afganistan y Uzbekistan) y un tercer centro en Asia
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menor (Iran, el Caucaso y Turquia), este ultimo centro se considera secundario y origen

las formas cultivadas actuales (Vavilov, 1951).

Otros autores consideran al centro de Asia central como el Unico centro
primario a partir del que se originarian el centro de Asia menor y el centro de China a
partir del desplazamiento al este y el oeste. Esta Ultima descripcién ha sido apoyada
por datos moleculares de marcadores moleculares del tipo microsatelites (Maghuly,
2005) que han ubicado los cultivares de Asia central en una posicidn distinta dentro del

dendrograma (Figura 1.2).

Ghina 20002.C.

Sudameérica S. XVI
Sudifrica 5. X3

Figura 1.2. Centros de origen (A y B), diversificacion (C) y dispersion (D) de la especie
albaricoquero. Imagen del globo terrdqueo © NASA, TertraMetrics. Datos del mapa ©
Google, INEGI (https://www.google.es/maps)..
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La expansion del albaricoquero desde Asia Central va en paralelo con las rutas
comerciales y los procesos histéricos que pusieron en contacto al Imperio Persa (uno
de los nucleos de origen del albaricoquero) con Europa arededor del el siglo IV a.C. con

los ejércitos de Alejandro Magno (Layne y col., 1996).

Esta primera llegada a Europa se produciria a través de Armenia e Irdn hasta
llegar a Grecia e Italia, y la segunda en siglo VIl desde Oriente Préximo hasta Espaiia
mediante los arabes. Finalmente la expansion del albaricoquero hacia América se

produciria desde Europa entre los siglos XVI y XVII (Faust y col., 1998).

La forma inicial de propagacién era por semillas hasta que a principios del siglo
XX comienza el desarrollé del injerto, estd técnica mejorada permitié el desarrollo
clonal de un Unico individuo con unas caracteristicas deseadas permitiendo de este
modo el establecimiento de variedades diferenciadas y homogéneas tipicas del cultivo
moderno del albaricoquero. El establecimiento de las variedades con diferentes
fenotipos adaptd el cultivo del albaricoquero a diferentes areas de clima templado
abarcando desde el Mediterrdneo hasta Europa central, Estados Unidos, Australia o
Sudafrica (Mehlenbacher y col.,, 1991), las variedades adaptadas a cada clima
seleccionaron caracteristicas de crecimiento especificas que las hicieron inapropiadas

para otros habitats (Gulcan, 1997).

1.1.3. Importancia econdmica y aprovechamientos

La produccion mundial de albaricoque alcanzé en 2014 2,34 millones de
toneladas (Mt) (http://faostat.fao.org), siendo el albaricoquero el tercer frutal de
hueso en cuanto a produccion después de melocotones (16,5 Mt) y ciruelas (8,1 Mt).
Hay que destacar que su produccidn estd principalmente localizada en los paises de la

cuenca Mediterranea alcanzando entre todos ellos el 50% de la produccién global.

Turquia es el productor mds importante con una producciéon en 2014 que oscild
en torno a 810.000 de toneladas (mt), aunque gran parte de su produccion es
albaricoque destinado a secado. Otros importantes productores son Iran (457 mt),
Uzbequistan (430 mt), Argelia (319 mt) o Italia (198 mt) (Figura 1.3)

(http://faostat.fao.org). Espafia es uno de los principales productores mundiales de
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albaricoque, cifrandose su produccion en wunas 131.000 toneladas anuales
(http://faostat.fao.org), siendo el tercer productor de Europa tras Italia y Francia, y el
noveno pais a nivel mundial (http://faostat.fao.org) (Figura 1.3). Gran parte de la
produccién espainola esta destinada al consumo en fresco, al contrario que ocurre en

los casos de Turquia, Irdn o Uzbekistan.
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Figura 1.3. Produccion mundial de albaricoque (http.//faostat.fao.org). Los valores
representan la produccidon en miles de toneladas para el afio 2014.

El cultivo del albaricoquero tiene una gran tradicién en Espafia. En muchas
areas de nuestro pais se dan unas condiciones edafoclimaticas particularmente
idéneas para su cultivo, con resultados excelentes en cuanto a productividad, calidad y
precocidad. El albaricoquero es el cuarto frutal de hueso en importancia en nuestro
pais tras el melocotonero, el almendro y el ciruelo. La superficie de cultivo actual es de
unas 21.000 hectdreas, de las cuales 17.500 se encuentran en regadio y 3.500 en

secano (MAGRAMA, 2014).
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La Regién de Murcia es con diferencia la principal zona productora, con
aproximadamente el 64% de la produccion nacional (unas 75.000 toneladas), seguida
de Aragon, Castilla La Mancha, Comunidad Valenciana y Cataluiia (MAGRAMA, 2014)
(Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Produccion y superficie nacional de cultivo de albaricoque de las
comunidades autdnomas mds representativas (MAGRAMA, 2014).

Comunidad Auténoma Superficie Produccidén
ha % Miles de toneladas %

Region de Murcia 10.159 48,0 75,8 63,5
Aragon 3.102 14,6 9,9 8,3
Castilla La Mancha 1.717 8,1 9,7 8,1
Comunidad Valenciana 4.439 21,0 8,7 7,3
Catalufia 855 4,0 7,3 6,1
Andalucia 354 1,7 2,7 2,3
Extremadura 68 0,3 2,3 1,9
Resto de Espafiia 477 2,3 3,0 2,5
Total 21.172 100 119,4 100

Focalizando la produccion en la Regidon de Murcia destacamos cuatro especies
principales: albaricoquero (9.521 ha), melocotonero y nectarina (18.917 ha), ciruelo

(1.221 ha) y almendro (104.636 ha). Datos magrama 2014.

Espana es el principal pais exportador de frutas de hueso en fresco a nivel
mundial. Los datos de exportacion de estas frutas ofrecidos por la Federacién Espanola
de Asociaciones de Productores Exportadores de Frutas, Hortalizas, Flores y Plantas
vivas (FEPEX) en el afio 2014 indican un volumen de exportacién de alrededor de 1,15
Mt de frutas (alrededor del 65% de la produccién nacional), incluyendo 835 mt de
melocotonero y nectarina, 116 mt de ciruela, 56 mt de albaricoquero, y 37 mt de
cerezo (http://www.fepex.es). A las que hay que sumar las 85 mt de almendro
(http://www.magrama.gob.es) (Figura 1.4). Estas cifras repercuten en un valor
econdémico de estas exportaciones cifrado en mdas de 1.000 millones de euros

(http://www.fepex.es).
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Figura 1.4. Evolucion de la exportacion espafiola de frutales de hueso (Prunus)
durante el periodo 2009-2014 (http://www.fepex.es).

Del total de la produccién nacional de albaricoque, en torno al 37 % (unas 44.000
toneladas) se exporta como fruta en fresco a terceros paises, y el 63 % restante de
produccion se destina al mercado nacional en fresco (41%) y a la industria conservera
(22%) (MAGRAMA, 2008-2012). El principal destino de las exportaciones de albaricoque
es el mercado europeo, siendo Francia (24%), Alemania (23%) e Italia (16%) los

principales paises de destino, seguidos de Paises Bajos, Polonia, Bélgica y Portugal.

Debemos destacar el incremento en la exportacién en los ultimos afios a paises
como Reino Unido y Rusia, que estdan aumentando exponencialmente la importacién de
albaricoque espaiol (Base de datos de Comercio Exterior, 2014).

La produccion de albaricoquero presenta buenas expectativas para la
exportacion, se trata de un cultivo no saturado con posibilidades de expansién para lo
gue es necesario obtener nuevas variedades que permitan el escalonado de la

produccién y reunan las demandas de productores, distribuidores y consumidores.
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La obtencién de estas nuevas variedades se beneficiard enormemente del
conocimiento de los procesos moleculares que rigen estos fenotipos gracias al

desarrollo de técnicas como la secuenciacion masiva de los transcriptomas.

La produccion nacional de estos frutales (sobre todo albaricoquero y ciruelo, y
en menor medida melocotonero) esta seriamente amenazada el Plum pox virus (PPV),
agente causal de la sharka, por lo que las nuevas variedades deben reunir entre sus

caracteristicas la resistencia a PPV como requisito para su continuidad comercial.

En este sentido, debemos resenar el conjunto de variedades obtenidas por
el CEBAS-CSIC de Murcia, que estan acaparando buena parte de la renovacidn
varietal del albaricoquero en Espafia, dadas sus caracteristicas de elevada calidad
de fruto, auto-compatibilidad y sobre todo la resistencia al virus de la sharka. Entre
ellas debemos destacar las variedades de maduraciéon temprana ‘Mirlo Blanco’,
‘Mirlo Anaranjado’, ‘Mirlo Rojo’ y ‘Rojo Pasién’, las variedades de maduracion
media como ‘Murciana’, ‘Micaelo’ y ‘Valorange’, y las variedades de maduracion
tardia ‘Dorada’ y ‘Tardorange’ (Egea y col.,, 2004a; 2005ab; 2010b; Ruiz y col.,
2010a).

1.2. El virus causante de la sharka, Plum pox virus (PPV)

1.2.1. Taxonomia y descripcion del virus

El albaricoquero puede verse afectado por diversas enfermedades infecciosas
entre las que destaca la sharka, producida por Plum pox virus (PPV), Trichovirus (Apple
chlorotic leaf spot virus, ACLSV), llarvirus, asi como enfermedades causadas por

viroides (Pallas y col., 2004, Melgarejo y col., 2010).

El Plum pox virus (PPV), pertenece al género Potyvirus, cuya etimologia deriva
de la especie tipo Potato virus Y (virus Y de la patata). Este género se ubica en la familia
Potyviriadae, que incluyen al 30% de los virus que afectan aplantas (van Regenmortel y
col., 2000) con unos 200 miembros repartidos en seis géneros, de los cuales Potyvirus,
Ipomovirus, Macluravirus, Tritimovirus y Rymovirus tienen su genoma formado por una
sola cadena de RNA (Barnett, 1992), y Bymovirus con dos cadenas de RNA (Kashiwazaki

y col., 1991). Los géneros de la familia Potyviridae se diferencian principalmente por el
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medio de transmisién, Potyvirus y, Macluravirus se transmiten mediante pulgones,
Tritimovirus,y Rymovirus por dcaros, Bymovirus por hongos y Ipomovirus por mosca

blanca (Hull, 2002).

A nivel microscopico la familia Potyviridae se caracteriza por las inclusiones
citoplasmaticas en forma de ruedas de molino (pinwheels) (Rubio-Huertos y Lépez-

Abella, 1966), siendo su morfologia un criterio taxonémico.

En el caso del PPV, el viridn tiene forma de varilla flexible sin envoltura, de 680 a
900 nm de longitud y de 11 a 15 nm de ancho (Figura 1.5). Su estructura externa
consta de unas 2000 unidades homoproteicas de 330 aminodcidos que rodea a un
ssRNA de unos 10.000 nucledtidos (10 kb) y con polaridad de mensajero (Dougherty y
Carrington, 1988).

|
Ale
>
-~

Figura 1.5. A la izquierda-particulas virales purificadas de PVY. A la derecha- cuerpos de
inclusion («pinwheels») inducidos por PPV en células de Nicotiana benthamiana.

El ssRNA lleva en su extremo 5’ la proteina VPg unida covalentemente (Lain y
col., 1989) y en el 3’una cola poliadenilada (Hari y col., 1979; Verchot y col., 1991). El
ssRNA se traduce en un polipéptido de 3.125-3.140 aminodacidos (355 kDa), que se
divide en 10 proteinas mediante accion autocatalitica de la propia cadena polipeptidica
(Figura 1.6). En el extremo 5 presenta una regidon no codificante de unos 200
nucledtidos altamente conservada dentro del género Potyvirus y que podria actuar en
la encapsidacién, traduccion o replicacion (Wu y Shaw, 1998). La regién no traducida

del extremo 3’ presenta escasa conservacion dentro del género y actia en el
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reconocimiento de la replicasa viral para iniciar la sintesis de la cadena de RNA(-) y
proteger frente a la degradacion (Haldemann-Cahill y col., 1998).

Desde el extremo amino al carboxilo de la poliproteina se diferencian los
siguientes fragmentos: segmento P1 (proteasa), segmento iniciador de la transmisiéon
HC-Pro (proteasa), segmento P3, segmento 6k1, segmento Cl (proteina de cuerpos
cilindricos de inclusién), segmento 6k2, segmento Nla (proteina a de las inclusiones
nucleares, proteasa), segmento NIb (proteina b de las inclusiones nucleares) y el
segmento CP (proteina de la cdpsida). El procesamiento autocatalitico por los tres
segmentos con actividad proteasa (P1, HC-Pro y Nla) (Riechmann y col., 1992) tiene
una elevada tendencia a generar cantidades equimoleculares de cada uno de los
fragmentos (Restrepo y col., 1990), a excepcién de las proteinas 6kl y VPg que se
generan a partir de los segmentos P3 y VPg-Nla, respectivamente, por accién de la
proteasa Nla. Las proteinas que exceden las necesidades replicativas del virus formaran
los cuerpos de inclusion cilindricos compuestos por la proteina Cl (actividad ATPasa y
helicasa), las inclusiones cristalinas nucleares formadas por las proteinas Nla y Nib
(actividad proteolitica y RNA-polimerasa) y las proteinas del factor de transmisién (HC-

Pro) polimerizan en inclusiones citoplasmaticas amorfas (Figura 1.6).

nggl P ] Hc-Pro I P3 I 6K1 ] c1 l 6K2 | Nia | Nib | cP IPoliA 3

sSRNA @

P1 HC-Pro 6K1 Cl 6K2 VPg-Nla Nlb cP
34 kDa 51 kDa 39kDa 6kDa 70 kDA 6 kDa 21-27 kDa 57 kDA 36 kDa
Proteasa Proteasa Helicasa Proteasa Replicasa Capsida

Figura 1.6. Estructura del genoma del PPV (ssRNA (+) con la distribucion de los genes
que lo compone. Estructura de la poliproteina generada a partir de la traduccion
directa del ssRNA(+), aparecen representadas las diferentes regiones proteicas con los
puntos de corte. Abreviaturas: P1 primera proteina, Hc-Pro proteina del factor
asistente, P3 tercera proteina, 6K1 primer péptido 6K, C1 proteina de inclusion celular,
6K2 segundo péptido 6k, Nia proteina de inclusion nuclear “a”, Nib proteina de inclusion
nuclear “b”, CP proteina de la cdpsida.
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1.2.2. Funciones de las proteinas virales

La proteina P1, ademas de la mencionada actividad proteasa participa en el
movimiento célula a célula y en la supresion del silenciamiento génico producido por
HC-Pro.

El factor de transmision HC-Pro también llamado componente auxiliar (helper
component) participa en el movimiento a larga distancia del virus, movimiento célula a
célula (Rojas y col., 1997), en la unién al estilete de los pulgones a través de una regién
altamentemente conservada rica en cisteinas. Ademas, es responsable de algunos de
los sintomas debido a la interferencia con el metabolismo de los miRNA (Kasschau y
col., 2003). Esta proteina tiene capacidad supresora de silenciamiento génico post-
transcripcional (PTGS), ya que se ha comprobado su interferencia con la resistencia
producida por RNA bicatenario generado a partir de repeticiones invertidas (Tenllado y
col., 2003). Mutaciones en HC-Pro impiden el PTGS (Gonzalez-Jara y col., 2005).
Estudios realizados en Nicotianga tabacum en los que PPV no es capaz de realizar
infecciones sistematicas indican la incapacidad de HC-Pro de estimular el movimiento a
larga distancia, ya que un transgén de HC-Pro en N. tabacum si produce movimiento a
larga distancia (Sdenz y col., 2002). Por lo tanto HC-Pro participaria en la amplificaicén,
movimiento sistémico del virus y supresién de PTGS en huéspedes.

La proteina P3 determina el rango de huéspedes (Suehiro y col., 2004). En
laboratorio se ha encontrado como P3 y P3-6K1. El péptido 6k1 no se ha detectado in
vivo. La proteina de las inclusiones cilindricas Cl, participa en movimientos célula a
célula (Roberts y col., 1998), presenta actividad RNA helicasa, NTPasa y de union al
RNA, por lo que participa en la replicacion viral (Lépez y col., 2001).

El péptido 6k2 posee un dominio hidréfobo por lo que podria participar en la
unién del complejo replicativo a la membrana.

La proteina Nla forma las inclusiones nucleares, resultado de un exceso de
proteina. El mantenimiento del fragmento 6K2 bloquea su migracion al ndcleo. Nla
tiene actividad proteasa, actuando sobre todos los puntos de corte tanto en cis como
en trans de la poliproteina viral excepto los autoprocesados P1y HC-Pro (Dougherty y
Parks, 1991). Nla procesa en trans con baja eficiencia la separacion entre los dominios

VPg y Nlapro.

Universidad de Murcia CEBAS-CSIC/17



Capitulo 1/ Antecedentes, Justificacion y Objetivos

La proteina VPg se une covalentemente al extremo 5’del RNA viral. Sus
funciones son aportar estabilidad, proteccion frente a RNAasas, transporte subcelular,
transporte a media y larga distancia (Schaad y col., 1977). Por ultimo es de destacar su
papel en la traduccién viral ya que interacciona con el factor de iniciaciéon de la
traduccion viral elF(iso)4E (Wittmann y col., 1997), factor que es necesario para la
infeccion (Lellis y col., 2002) y como posible fuente de resistencia.

La proteina b de las inclusiones nucleares (NIb), forma inclusiones nucleares,
actua como RNA polimerasa dependiente de RNA, tiene un dominio de unién a RNA
(Merits y col., 1998) e interacciona con una proteina del huésped que se une a la poli-
A, lo que podria afectar a la replicacién.

La proteina de capsida (CP), posee una region central altamente conservada
que participa en la encapsidacién del RNA viral, sus extremos presenta alta variabilidad
dentro del género. Es de destacar que el extremo N-terminal participa en la
transmisién del virus por los pulgones (Lopez-Monya y col., 2000). Ademas inteviene
en los movimientos a corta y larga distancia dentro de la planta.

A modo de resumen de las funciones de las proteinas virales destacaremos que
la traslocacidon de célula a célula depende de la interacidon entre la proteina de la
capsida, el factor de transmisién o componente auxiliar Hc-Pro y la proteina Cl que su
exceso forma las inclusiones cilindricas. La difusidn sistémica depende de las proteina
de la cépsida, la Hc-Pro y la VPg del extremo 5. Todas estas proteinas relacionadas con
el movimiento se consideran determinantes del rango de huéspedes susceptibles.

Varias proteinas relacionadas con movimiento a larga distancia parecen ser
responsables de neutralizar los mecanismos de defensa del huésped mediante
silenciamiento génico post-trascripcional (PTGS) que consiste en el bloqueo de la
replicacién y la translocacion del virus mediante a través de la degradacion secuencia

especifica del RNA viral (Giunchediy col., 2007).

1.2.3. Aislados de PPV
Los principales grupos de aislados descritos hasta la fecha de PPV son (Sochor y col.,

2012; Garcia y col., 2014):
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» PPV-D (Dideron): originalmente descrito en albaricoquero en Francia, es el mas
abundante, se caracteriza por una menor agresividad y una baja velocidad de
difusién. Afecta al albaricoquero, ciruelo y en menor medida al melocotonero.

» PPV-M (Marcus): descrito en melocotonero en Grecia, presenta alta agresividad
y velocidad de difusion (Quiot y col.,, 1995). Afecta al melocotonero,
albaricoquero y ciruelo. Esta variedad fue erradicada de Espafia.

» PPV-EA (El Amar): originalmente descrito en albaricoquero en Egipto, tiene alta
agresividad. Afecta al melocotonero, albaricoquero y ciruelo.

» PPV-C (Cherry): originalmente descrito en cerezo en Moldavia. Es el Unico PPV
que afecta al cerezo en la naturaleza, aunque también afecta al melocotonero,
albaricoquero y ciruelo. Se localiza en centro Europa.

» PPV-Rec (Rec): variedad recombinante entre PPV-M y PPV-D con un punto de
rotura en el extremo carboxi terminal del gen Nib (Glasa y col., 2004).

» PPV-W (Winona): es una nueva cepa, aparentemente originada en el este de
Europa y Rusia en 2011.

» PPV-T (Turkey): es una nueva cepa originada en Turquia en 2009.

» PPV-Pen (Pennsylvania): es una nueva cepa descrita en Turquia en Pensylvania
en 2011.

» PPV-An (Anatolia): es una nueva cepa descrita en Estados Unidos en
Pensylvania en 2012.

» PPV-CR (Cherry Russian): es una nueva cepa, aparentemente originada en el
este de Europa y Rusia en cerezo en 2013.

La evolucidn de este virus ha tenido lugar mediante actos de recombinacién.
PPV-C y probablemente PPV-EA y PPV-W forman una linea evolutiva diferente de PPV-
D y PPV-M que comparten la regién 5’ no codificante, P1 y HCPro (Garcia y col., 2014).

En Espafia los aislados mds extendidos son los tipos Dideron (PPV-D) detectados
inicialmente en el ciruelo japonese ‘Red Beaut’. Los aislados tipo M estan presentes en
Francia e Italia ademas de la mayoria de los paises del este de Europa, paises con los
gue Espana tiene frecuentes intercambios comerciales con variedades de distintas
especies de Prunus (Tabla 1.2). Debido a esto, los servicios de sanidad vegetal llevan a
cabo muchas inspecciones para la deteccion temprana de la introduccion del Tipo M.

Gracias a esta vigilancia constante, en 2002 el Centro Vegetal de Zaragoza detect6 PPV-
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M en algunos melocotones de la variedad Royal Gem en el municipio de Caspe;

constituyendo la primera observacion de esta cepa en Espafia. Después de andlisis de

laboratorio que confirmaron la presencia de PPV-M, empez6 una rapida intervencién

para su erradicacion, junto con la aplicacion de normas legislativas para los organismos

de cuarentena (Real Decreto 1.190/98, BOE 141 del 13 Junio del 1998).

Tabla 1.2. Distribucion, aislados y afio de deteccion de la sharka por paises.

Aino Pais Ao Pais

1917 Bulgaria (D, M) 1984 Portugal (D); Espaia (D)

1935 Serbia (D, M, Rec) 1986 Siria (D, M)

1938 Hungria (D, M, C) 1987 Egipto (EA); Eslovenia (D, M)

1941 Rumania (D, M, C, Rec) 1988 Croacia (D, M)

1947 Albania (D, M, Rec) 1992 Chile (D)

1950 Eslovaquia (D, M) 1994 Estonia; Georgia

1952 Republica checa (D, M) 1995 Lituania (D); India

1956 Alemania (D, M) 1998 Noruega (D)

1961 Austria (D); Polonia (D, M) 1999 Estados Unidos. (D)

1962 Moldavia (C); Rusia (D, C) 2000 Canada (D, W); China

1965 Holanda (D);Reino Unido (D) 2001 Jordania (M)

1967 Grecia(D,M); Suiza (D); Ucrania 2002 Tanez (D)

1968 Turquia (D, M, Rec, T) 2004 Bosnia-Herzegovina (D, M, Rec); Iran;
Kazajistan (D); Argentina(D)

1970 Francia (D, M); Suecia 2006 Pakistan (D, Rec)

1973 Italia (D, M, C, Rec) 2007 Montenegro (D, M)

1974 Bélgica 2010 Japén (D)

1982 Chipre (M) 2011 Bielorrusia (D, M, Rec)

Esto permitié la eliminacién del Tipo Marcus de Aragdn, no habiendo sido

detectadas plantas enfermas en los siguientes ocho afios de controles (Capote y col.,

2010), representando un ejemplo de la eficacia de la lucha preventiva y directa contra

este patégeno (Cambray col., 2003).
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1.2.4. Sintomatologia de la sharka

Los sintomas son variables dependiendo de la susceptibilidad del huésped, del
tipo de aislado virico y de las condicioenes ambientales pero generalmente afecta a
hojas y frutos.

Las infecciones mixtas con otros virus como Prunus necrotic ringspot o Prune
dwarf virus pueden incrementar los sintomas.

En albaricoquero son tipicos los anillos cloréticos o verde palido como
consecuencia de la infeccién por PPV, en las hojas se observan clorosis nerviales y en
los frutos aparecen depresiones con colores palidos con forma de anillo que pueden
llegar a deformar el fruto e incluso desprenderse precozmente. El hueso también

puede tener anillos cloréticos (Figura 1.7).

Melocotén Ciruelo Albaricoquero

Figura 1.7. Sintomas de sharka en hoja, fruto y hueso de diferentes especies de Prunus.
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En melocotonero los sintomas son muy variables dependiendo de la variedad,
encontrandose clorosis nerviales, pequefias manchas clordticas y deformacién de las
hojas. En los frutos se aprecian anillos o bandas difusas de color palido, y pueden
caerse prematuramente.

En almendro la infeccién se considera asintomdtica en general, por lo que se ha
considerado un posible donante de resistencia para melocotonero. En cerezo aparecen
en las hojas anillos y patrones verde palido, los frutos se deforman ligeramente con
anillos cloréticos o necrdticos y hendiduras, ademas de abscisién prematura.

En ciruelo las hojas tienen anillos o puntos cloréticos, con depresiones en frutos

y la carne gomosa o necrotizada con aspecto rojizo o marron.

1.3. Origen de la sharka y situacion en Espaiia

1.3.1. Situacion actual de la enfermedad

La sharka fue observada por primera vez en ciruelos en Bulgaria en 1917
(Atanassoff, 1932). En 1933 se detecté en albaricoque (Atanassoff, 1935), en
melocotonero en 1961 (Németh, 1963), y en cerezo amargo en los ochenta (Kalashyan
y col., 1994).

A partir de los afios cuarenta la sharka estaba presente en la mayoria de los
paises de Europa del este. Extendiéndose en los afios siguientes por el Mediterraneo,
Oriente Medio, La India y Chile. En 1999 se detecto en Pensilvania (EEUU).

En Espafia se detectd en 1984 de manera simultanea en las provincias de
Sevilla, Murcia y Valencia, en albaricoquero, ciruelo y melocotonero, afectando
actualmente a toda la cuenca mediterranea (Cambra y col., 1981; Llacer y col., 1985).

En estos momentos la enfermedad esta practicamente distribuida por todo el

mundo (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Distribucion de PPV (Plum pox virus) en el mundo.

En estos momentos la sharka constituye el principal problema econémico para
la produccion de frutales del género Prunus como albaricoquero, melocotonero o
ciruelo. Se estima que el coste que ha llevado asociado esta enfermedad en todo el
mundo, durante los ultimos 30 afos, supera los 10.000 millones de euros (Cambra y

col., 2006).

La sharka hace incomercializables los frutos afectados lo que ocasiona pérdidas
cuantiosas. A todo esto hay que anadir en entre las medidas de control de la
enfermedad estd el arranque de los arboles afectados. Esta medida tiene un doble
efecto, por un lado supone un gran desembolso econdmico por la administracion la
indemnizacion por el arranque de los arboles y por otro deja al agricultor sin capacidad
productiva durante un largo periodo de tiempo. Por lo tanto la obtencién de
variedades resistentes a PPV generarda un ahorro econdmico a la administracién y
supondra una alternativa para la continuacién de estos cultivos, ademas de publicitar

la utilidad de los planes de I+D+i entre los agricultores.
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1.3.2. Propagacion de la sharka y métodos de control

El método principal de dispersion de la enfermedad son los afidos, siendo varias
las especies que pueden transmitir el PPV entre los arboles de una parcela e incluso de
parcelas proximas. Los afidos transmiten el PPV de manera no persistente por lo que
no necesitan de un periodo de incubacién facilitando de este modo la propagacién. Los
principales géneros transmisores del virus pertenecen a los géneros Aphis vy
Brachycaudus, en los que se incluyen a mdas de 20 especies capaces de transmitir al
virus (Labonne y col., 2004; 2006). Los aislados de PPV transmisibles por afidos
presentan en el extremo amino terminal un motivo altamente conservado (Labonne y

col., 2006).

La dispersion a larga distancia suele tener su causa en el movimiento de
material vegetal infectado por el hombre, principalmente en los injertos. No se ha
descrito la transmisién por semilla aunque el virus ha sido detectado en los

cotiledones.

La sharka también puede afectar plantas herbaceas como por ejemplo Lamium
amplexicaule, Silene inflata, Campanula rapunculoides, Oenothera biennis, Vicia sativa,
Pisum sativum, Melilotus spp., Chenopodium Foetidum, Nicotiana clevelandii. La
trasmision desde estas plantas a los cultivos del género Prunus ha sido demostrada
recientemente por lo que adquiere importancia el control de huéspedes herbaceos que
se encuentran cerca de la parcela y que actuan como fuente de indculo (Manachini,
2004; Manachini, 2007). Los arboles ornamentales y salvajes pertenecientes al género
Prunus como P. cerasifera, P. americana, P. glandulosa o P. spinosa pueden actuar como
reservorios locales del virus (Poldk y col., 1997; Labonne y col., 2004; Poldk y col., 2010)

(Tabla 1.3).

El control de la enfermedad se se realiza principalmente mediante la deteccién
precoz para lo que inicialmente de utilizaron métodos serolégico (como el ELISA) y
posteriérmente analisis mediante PCR, la deteccion visual no es muy fiable ya que los
anillos o manchas cloréticas son sintomas compartidos con otros virus. La
identificacion y control de los vectores como los afidos y plantas reservorio también

puede ser una medida para contener el avance de la enfermedad.
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Tabla 1.3. Listado de especies en las que se ha detectado PPV.

Especie Especie

Campanula rapunculoides Ranunculus acer
Chenopodium quinoa Ranunculus arvensis
Lamium album Ranunculus repens
Lamium amplexicaule Silene vulgaris
Lamium purpureum Solanum dulcamara
Lupinus albus Trifolium incarnatum
Lycium barbarum Trifolium pratense
Lycium halimifolium Trifolium repens
Medicago lupulina Zinnia elegans
Melilotus officinalis Zinnia violdcea

El uso de plantas sanas certificadas es un elemento esencial para la proteccién
de los cultivos (Keck y col., 1992). En las areas infectadas se ha de proceder a arrancar
los arboles enfermos con el fin de evitar la propagacion descontrolada de la
enfermedad, sin embargo esta medida no garantiza la erradicacidn de la enfermedad
debido a la existencia de un periodo de ventana entre la infeccidén y la aparicién de los
sintomas, ademds de la existencia de una gran variabilidad de malas hierbas que
actdan de reservorio de virus, junto con la transmisién no persistente realizada por los
afidos (Dicenta y col., 1999a; 1999b).

En todas las areas contaminadas se han realizado planes de erradicacion que
han supuesto el arranque de mas de 1.300.000 arboles en los ultimos 10 afios. La
sharka aun esta presente en todas las areas de cultivo de Prunus excepto Aragon y

Navarra.

1.3.3 Susceptibilidad varietal y fuentes de resistencia

El éxito en la infeccion de una planta por PPV y por tanto que esta sea
considerada como susceptible requiere que el virus sea capaz de replicarse y

desplazarse sistémicamente por toda la planta.

El movimiento a larga distancia se ha observado en variedades de

albaricoquero susceptibles a PPV, en variedad consideradas resistentes se ha descrito
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movimiento a corta distancia (Dicenta y col., 2003). Mediante fluorescencia se han
detectado particulas de PPV distribuidas en las venas principales de genotipos de
albaricoqueros susceptibles, pero en variedades resistentes solo se detecto
fluorescencia en grupos de células del mesdfilo (lon-Nagy, 2006). El virus se distribuye
de manera desigual en la planta y la invasién total puede requerir varios afios (Bodin-

Ferriy col., 2002)

Estudios realizados en Nicotiana tabacum han demostrado que el virus es capaz
de replicarse pero no puede realizar el movimiento sistémico, por lo que la capacidad
de realizar movimietos a larga distancia es un determinante de susceptibilidad

(Dicentay col., 2003).

La generacion de variedades resistentes a sharka ha sido buscada desde el
descubrimiento de la enfermedad, pero son muy pocas las comunicaciones que
presenten variedades con alto valor de resistencia. En este punto deberiamos
diferenciar varios conceptos, asi hablariamos de inmunidad para indicar plantas que no
pueden ser infectadas, resistencia para plantas donde la enfermedad se localiza en el
lugar de la infeccion (siendo el grado de la localizacién el aspecto cuantitativo de la
resistencia, lo que hace variar el grado de resistencia en distintas situaciones),
hipersensibilidad cuando la planta produce una reaccién muy susceptible que le genera
resistencia y por ultimo tolerancia tolerancia donde la planta es totalmente infectada

pero presenta pocos o ningun sintoma de la enfermedad (Hartmann, 1998).

Muchas de las fuentes consultadas no han especificado la definicion del
término resistencia, lo que hace dificil la comparacidon de las fuentes de resistencia
entre los distintos estudios. Por otro lado la infeccidn viene determinada por factores
como el tipo de cepa o aislado de PPV usado en el in6culo, el método de inoculacién, el
tiempo desde la inoculacidn hasta la deteccion de virus o sintomas, la parte de la
planta muestreada (ya que el virus muestra una distribucion irregular, las partes con
crecimiento activo presentan mds sintomas), la época de muestreo en la que los
sintomas pueden llegar a desaparecer como ocurre el algunos cultivos durante el

verano (Lansac y col.,, 1982) y por ultimo los métodos utilizados para la deteccién
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(ELISA o PCR). Todo esto ha llevado a la clasificacion de un mismo cultivar como
resistente y susceptible segun los procedimientos utilizados (Kegler y col., 1998).

En la naturaleza se han encontrado numerosas especies de Prunus en las cuales
el virus se replica sin producir sintomas como ocurre en plantas de P. armeniaca, P.
glandulosa, P. insititia, P. persica, P. brigantina, P. laurocerasus, P. spinosa, P. salicina, P.
tomentosa, P. triloba, P. avium e P. cerasus, P. amygdalus en el cual el virus se replica pero
sin inducir sintomas.

En cuanto a la resistencia del albaricoquero hay que resaltar que todas las
variedades europeas son susceptibles a la sharka (Dosba y col., 1988a; 1988b; 1988c;
Audergon y col., 1994; Dicenta y col., 1996). En cuanto a las variedades espaiolas sus
sintomas son mdas evidentes en las variedades tempranas (‘Currot’, ‘Palabras’,

‘Mauricios’) que en las tardias (‘Pepitos’, ‘Carrascal’, y ‘Velazquez’)

Los primeros cultivares de albaricoquero resistentes procedian de Norteamérica
(Karayiannis, 1989) principalmente de Estados Unidos (‘Stark Early Orange’, ‘Stella’,
‘Henderson’, ‘NJA2’, ‘Goldrich’, ‘Sunglo’) y Canada (‘Hartcot’, ‘Harlayne’, ‘Veecot’).
Desafortunadamente estas variedades resistentes presentan problemas para su cultivo
en Europa presentando problemas como autoincompatibilidad, baja calidad del fruto y
altos requerimientos de frio. Por todo esto en Europa se han desarrollado programas
para obtener nuevas variedades resistentes asi como caracterizar el nivel de resistencia
de los cultivares actuales (Audergon y col.,, 1994; Egea y col., 1997). Fruto de estos
programas de mejora son las variedades del IVIA de Valencia ‘Moixent’ y ‘Dona
Taronja’, junto a las obtenidas por el CEBAS de Murcia ‘Rojo Pasion’, ‘Murciana’, ‘Mirlo

Naranja’ y ‘Mirlo Blanco’ entre otras.

En cuanto al origen de la resistencia de las variedades norteamericanas se ha
postuld que Prunus mandshurica podia ser el antecesor de las variedades ‘Stark Early
Orange’ y ‘Goldrich’ (Badenes y col., 1996). Prunus mandshurica es una especie
relacionada con el albaricoquero que crece en China y Mongolia y ha sido utilizada
como fuente de resistencia frente al frio, pero en estudio para transmitir la resistencia
frente a sharka al cultivar ‘Currot’indicaba el efecto opuesto, lo que cuestiona que esta

especie sea el origen de la resistencia a sharka en albaricoquero (Rubio y col., 2003b).
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A pesar de todas las investigaciones para encontrar fuentes de resistencia en
Prunus a lo largo de 50 afios, hasta ahora solo se encontraron en unos pocos genotipos.
En melocotonero, hasta la fecha y tras muchos y diversos screening de variedades
realizados por numerosos grupos de investigaciones europeos, no se han encontrado
fuentes de resistencia a PPV (Gabova, 1994; Escalettes y col., 1998; Pascal y col., 2002)
pero la especie P. davidiana (especie silvestre relacionada con el melocotén) es
resistente y puede actuar como fuente de resistencia (Kegler y col.,, 1998) aunque
estudios recientes han demostrado que no es una fuiente adecuada de resistencia
(Rubio y col., 2010). Entre las variedades existen muchas diferencias del nivel de
susceptibilidad, debido probablemente a resistencias parciales de tipo cuantitativo que
limitan la replicacién y disminuyen la velocidad de difusion de PPV en los tejidos de la

planta, pero ninguna se presenta totalmente resistente.

En ciruelo una fuente de resistencia podria provenir de genotipos

hipersensibles (Hartmann, 1998).

Ademas de las fuentes naturales de resistencia frente a PPV, desde la ingenieria
genética se estan llevando diferentes programas para obtener genotipos resistentes a
PPV como la variedad de ciruelo ‘Honey Sweet’obtenida mediante la clonacién del gen
de la capside viral que ha demostrada una alta resistencia en estudios de campo y ha

obtenido la aprobacién por los organismos regulatorios de EEUU.

En albaricoquero se han descrito casos de de resistencia monogénica (Dicenta y
col., 2000) y oligogénica (Dosba y col., 1988c; Dosba y col., 1991), pero la informacién
sobre la resistencia y susceptibilidad es un poco contradictoria debido a los diferentes

métodos de evaluacidn, la ubicacidon del cultivo y las cepas evaluadas.

Son muchos los genes candidatos que han sido amplificados por PCR, aislados y
mapeados en el mapa de ligamiento de melocotdn (especie modelo). Sin embargo
hasta la fecha la resistencia no ha podido concretarse, mostrando un complejo patrén
de herencia cuantitativa, siendo poligénica, en la que al menos hay implicados mas de
3 genes (Decroocq y col., 2005).

Hay que recordar que los numerosos trabajos en resistencia de PPV en
melocotonero, asi como en otras especies, no siempre llevan a los mismos resultados,

dejando multitud de dudas, debidas sobre todo a evaluaciones con un sélo tipo de
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aislado, la metodologia empleada para la inoculacién, asi como las técnicas de

deteccidén empleadas (visual, ELISA, RT-PCR) (Sansavini y col., 2006).

Poldk y Oukropec (2010), despues de 6 afios de evaluacion de hibridos
interespecificos, clasificaron como muy resistente a PPV GF677 (P. amygadalus X P.
persica) y como resistente los hibridos ‘Cadaman’ (P. davidiana X P. persica) y ‘Fire’ (P.
amygadalus X P. persica) confirmando que las especies P. amygadalus y P. davidiana

resultan fuentes idéneas de resistencia a sharka.

Por otro lado, en varias plantas la resistencia a la infeccidén por potyvirus ha sido
relacionada con un gen recesivo del huésped que codifica por una forma mutada del
factor de iniciacion de la traduccion 4E, lo que impide su union a la proteina VPg del

extremo 5’ del RNA viral interfiriendo en su traduccidn.

Los programas de mejora intentan transmitir esta resistencia desde las fuentes
identificadas a las variedades comerciales, pero este proceso es muy lento debido a los

dilatados periodos juveniles y los largos protocolos para testar la resistencia.

Otra alternativa para generar resistencia a la sharka en frutales del género
Prunus se basa en la transformacién de plantas con el gen de la cédpsida viral (CP)
(Beachy y col., 1990) donde se ha conseguido generar una linea de ciruelo altamente
resistente a sharka, C5, mediante la clonacion de multiples copias del transgen PPV-CP
que da lugar a bajos niveles de PPV-CP RNA (Scorza y col., 1994) mediante un proceso
de silenciamiento génico post-transcripcional. Esta resistencia actuaria como

monogénica y dominante lo que aceleraria el proceso selectivo.

1.4. Analisis de la resistencia al Plum pox virus en albaricoquero

Los estudios de la resistencia a la sharka se iniciaron con el andlisis de la
segregacion de esta caracteristica al cruzar parentales susceptibles y resistentes, dentro
de los programas de mejora basados en la genética clasica. Estos métodos fueron
completados con la llegada de las primeras técnicas de analisis molecular que
relacionaban el polimorfismo de la secuencia de DNA con la segregacion de la

resistencia. Finalmente, la llegada de las técnicas de secuenciacion masiva del
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transcriptoma han conseguido alcanzar un nivel superior en el conocimiento de los
elementos moleculares responsables de |a resistencia a la sharka en albaricoquero.

Los mecanismos de control genético de la resistencia frente a virus en plantas son
dependiente del tipo de planta y virus (Fraser, 1990). Muchos estudios de resistencia
se encuentran en discusion debido a los métodos empleados para su analisis e

inoculacion (Kegler y col., 1998).

1.4.1. Estudios genéticos y herencia del caracter

La genética cldsica estudia la diversidad y el modo de herencia de los caracteres
de los seres vivos, buscando relacién entre caracter y gen para lo que realiza cruces
controlados entre individuos para estudiar los datos de la segregaciéon de esos
caracteres en la descendencia.

La mayoria de los estudios genéticos de resistencia a potyvirus realizados en
herbaceas muestran una herencia dependiente de un gen como en el caso de la patata
(Barker y Harrison, 1984) o dos genes en el caso de hibridos interespecificos de patata
(Vallejo y col., 1995). Sin embargo en las plantas lefiosas la resistencia parece tener un
caracter mas cuantitativo (Kegler y col., 1998).

La resistencia en albaricoquero seria un caracter complejo oligogénico (Dosba y
col., 1991), la segregacién de la resistencia entre las variedades 'Stark Early Orange' x
'Screara’ generaria sélo tres hibridos resistentes a partir de una descendencia de 64
individuos. EI mismo cruce en otro estudio publicado por Dosba en 1992, indicaba un
progenie resistente del 29% ajustandose a un caracter dominado por dos genes.
Estudios realizados sobre la segregacion de la resistencia en 291 individuos obtenidos a
partir de 20 cruces entre distintas variedades resistentes y susceptibles indicaban el
caracter dominante y monogénico de la resistencia (Dicenta y col., 1999a). Un estudio
sobre las progenies resultantes de los cruces Stark Early Orange x Stark Early Orange,
Stark Early Orange x Bergeron y Bergeron x Bergeron indicaba que la segregacion de la
resistencia es dominante y controlada por tres genes (Guillet-Bellanger y Audergon,
2001). Otro estudio llamativo consistio en el cruce de la variedad susceptible
‘Portici’con ‘Stark Early Orange’de la que solo se obtuvo un descendiente resistente de

una progenie de 108 a un aisladoTipo Marcus (Amenduni y col., 2004)
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Estudios mas recientes con 213 descendientes de tres cruces diferentes entre la
variedad susceptible ‘Polonais’y la resistente ‘Stark Early Orange’ (cruces entre si y
autopolinizados) a los que se sometid a ajustes en el reparto de la resistencia con uno,
dos o tres genes tanto resistentes como dominantes no indico ningun resultado
ajustado sin asumir un error superior al 20% en el genotipado de plantas resistentes

(Rubio y col., 2007).

1.4.2. Estudios gendmicos y analisis de QTLs

Tras la irrupcion de las modernas técnicas moleculares que culminaron con la
secuenciacion del genoma humano, la investigacion genética se propuso conocer el
genoma de todas las especies de interés para la humanidad, entre ellas al
melocotonero como especie representante del género Prunus. El objetivo de la
gendmica es conocer el contenido, evolucion, origen, funcionamiento y estructura del

genoma de los seres vivos (Martinez-Gémez y col., 2011a).

Los primeros estudios gendmicos en Prunus tenian el objetivo de desarrollar
marcadores moleculares distribuidos por todo el genoma de las distintas especies del
género y de este modo establecer una caracterizaciéon estructural de los genomas.
Ademas se pretendia establecer una relacidon entre los marcadores moleculares y las
caracteristicas agrondmicas localizadas en una secuencia de DNA y conocer de este
modo el contenido y distribucion del genoma. Es decir, los marcadores moleculares son
una herramienta para seguir la pista a un trozo de DNA. En los noventa aparecieron los
primeros marcadores moleculares para el estudio del genoma, los RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphisms) que se caracterizan por ser codiminantes y muy
abundantes en el genoma, pero tener que realizar digestiones enzimaticas que hacian
el proceso tedioso junto con el abaratamiento de la secuenciacién han convertido a

esta técnica en obsoleta (Arus y col., 2005).

La irrupcién de la PCR (Polymerase Chain Reaction) (Saiki y col., 1985) allané el
camino para el desarrollo de RPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs) marcadores
de segunda generacion mas faciles de aplicar lo que aumentd las posibilidades de
caracterizacién y mapeo del genoma. Estos marcadores amplifican una region de DNA

al azar no conocida previamente, lo que genera marcadores dominantes y poco
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repetibles lo que limitd su uso.

Los marcadores AFLP (Amplified Restriction Fragment Length Polymorphism)
amplifican mediante PCR fragmentos de restriccion lo que permite obtener un variado
patrén de bandas distribuido por todo el genoma, sin embargo se trata de un

procedimiento lento lo que limita su uso de manera rutinaria (Sorkheh y col., 2007).

Las dificultades en los marcadores mencionados ha hecho que actualmente la
cartografia gendmica se realice mediante marcadores SSR (Simple Sequence Repeat)
también llamados microsatelites debido a su alto polimorfismo, adundancia en los
genomas y caracter codominante (Gupta y col.,, 1996; Arus y col., 2005; Martinez-

Gomez y col., 2011a).

Estos métodos basados en PCR estdn siendo sustituidos por nuevos marcadores
desarrollados a partir de la secuenciacion del DNA. Uno de los principales problemas
para buscar marcadores moleculares basados en el conocimiento de la secuencia de los
genomas radica en su tamano. Inicialmente el genoma de Prunus fue estimado en 280
Mbp mediante técnicas de fluorescencia (Arumuganathan and Earle, 1991; Baird y col.,
1994), esta estimacién ha sido afinada mediante secuenciacion a 227 Mbp (Sosinski y
col., 2009; Verde y col., 2013). Tamafo considerado pequefio para un vegetal (Jackson
y col. 2011), ya que se asemeja mas al genoma de 115Mbp de Arabidopsis thaliana L.
Heynh (2,4 veces mas pequefio que el genoma de Prunus). En el otro extremo del reino
vegetal tenemos Abies piecea con un genoma de 20 gigabases y con una estimacion de
28.354 genes, similar al numero de genes de Arabidopsis thaliana, cuyo genoma es 100
veces menor (Nystedt y col., 2013), este resultados se relacionan con acumulacién de

transposones y la falta de un mecanismo eficiente de eliminacion.

Los estudios gendmicos sobre la resistencia del albaricoquero a PPV basados en
la secuenciacién y transformacidon genética apuntan a tres posibles mecanismos

moleculares de control de la resistencia:

a) El mapeado cromosdmico del albaricoquero y su comparacion con el genoma
de referencia de melocotén (“Peach genome V1.0”;
www.rosaceae.org/peach/genome) (Verde y col., 2013) situan la resistencia en la parte

superior del grupo de ligamiento 1 (G1) y en una regién de 10 cM (2.100.000 bp) entre
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1y 2 CM (370.000 a 700.000 bases) donde podria haber alrededor de 250 genes de los
cuales han identificado solamente 6 transcritos. Estos trabajos apuntan a una
resistencia con un gen mayor monogénica y dominante en albaricoquero con esta

region como principal responsable (Zuriaga y col., 2013; Decrooq vy col., 2014).

b) Estudios basados en la transformacion de Arabidopsis thaliana han
identificado como responsables de la resistencia a diferentes factores de iniciacion de
la traduccidon en eucariotas elF4E, elFAF, elFAG y elF4E y sus diferentes isoformas
repartidas por todo el genoma. La resistencia seria poligénica (mas de 3 genes) y
recesiva en melocotén y dominante y oligogénica en albaricoquero aunque con un gen
mayor. En este sentido, es conocida también la participacion de componentes del
complejo de iniciaciéon de la traduccién en eucariotas en la resistencia a potyvirus,
siendo en mas del 50% de los casos resistencia recesiva. Finalmente, los ultimos
estudios realizados, revelan la gran influencia del “background” genético del parental

susceptible en la herencia de dicha resistencia (Decrooq vy col., 2005; 2014).

c) Finalmente, otros estudios transformando el ciruelo ‘HoneySweet’ indican
como responsable de la resistencia un transgen proveniente de la cdpsida del PPV
(PPV-CP) que induce silenciamiento génico y bloquea la dispersién sistémica del virus
(Scorza y col., 1994). Este transgen se hereda como un gen mendeliano con un alelo
simple dominante. Estos autores también hablan de la introduccién de la resistencia en

Prunus mediante “gene pyramiding”.

La aplicacién de los marcadores moleculares junto con la segregacion de las
caracteristicas agrondmicas dio lugar a la elaboracion de mapas de ligamiento genético
(para caracteristicas cualitativas) y QTL (Quantitative Trait Loci, para caracteristicas

cuantitativas). (Arus y col., 2005; Martinez-Gémez y col., 2007; Peace y Norelli, 2009).

Un QTL es una regidon del genoma responsible de la variacion de caracter que
puede ser relacionada con la variacién alélica de un marcador (Asins, 2002; Collard y
col., 2005). Se trata de una herramienta util cuando no es posible obtener informacién
especifica sobre unos genes o loci especificos, pero si se dispone de marcadores que
permiten siguir la composicidon alélica realizar su mapeo (Bertin y col., 2010; Olukolu y

Kole, 2012; Soriano y col., 2008; 2012).
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El andlisis de QTLs sigue siendo una de los procedimientos mas importantes en
los estudios preliminares para la identificacidon de caracteristicas agrondmicas en
Prunus. Esta herramienta junto con la secuenciacion del genoma de referencia del
melocotonero y los datos cada vez mas abundantes de secuenciacion masiva de
transcriptomas establecen nuevas posibilidades para la aplicacion de QTL en la
identificacion de los procesos moleculares responsables de multiples caracteristicas de
interes (Martinez-Gémez y col., 2012) y facilitar las estrategias de hibridacién vegetal
(Dirlewanger y col., 2012; Boopathi, 2013). Sin embargo, el uso de los QTLs en mejora
vegetal estd limitado por la dispersién de la informacién en muchas publicaciones y la
falta de procedimientos estandarizados. Con el fin de superar estas limitaciones se han
desarrollado bases de datos de QTLs de Prunus para facilitar la comparacién de la
informacidn y un meta-analisis de la inforamcién distribuida en las publicaciones (Hu y
col., 2012). La Base de Datos del Genoma de Rosaceae (GDR, www.rosaceae.org, Jungy
col., 2008) es la base de datos que integra la informacién genética, gendmica y de
cruzamientos de las especies de esta familia. La base de datos ESTree
(www.itb.cnr.it/estree/) estd especializada en datos de la gendmica funcional de
Prunus. Actualmente GDR contiene 885 QTLs relacionados con diferentes
caracteristicas agrondmicas en multiples especies dentro de la familia Rosaceae y 700

QTLs en Prunus.

Todos los marcadores relacionados con la resistencia a PPV que han sido
estudiados en distintas especies han sido integrado en ocho pseudocromosomas
formando un mapa de referencia genético del género Prunus. Respecto a los estudios
de ligamiento, si bien al principio se localizé un “Quantitative Trait Loci” (QTL) mayor en
el grupo de ligamiento (G) G1 como responsable de la resistencia a PPV en
albaricoquero; trabajos posteriores identificaron otras regiones implicadas en los

grupos 3y 5, lo que apoyaria las tesis de resistencia poligénica (Fighura 1.9).

Los estudios de segregacién realizados con numerosos marcadores moleculares
han permitido identificar varios QTLs relacionados con la resistencia a sharka en
distintas especies del género. El QTLs mas representtativo se encuentra en el grupo de
ligamiento (LG) 1 y se considera responsable de la resistencia a PPV en albaricoquero

(Vilanova y col., 2003). Otros QTLs aparecen en los grupos 3 y 5 (Lambert y col., 2007;
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Lalli y col., 2008; Sicard y col.,

2008; Soriano y col.,

2008). Se han realizado estudios

mas especificos que relacionan los QTLs con la resistencia a diferentes aislados de PPV

en el LG1 de albaricoquero tipo D y tres asociados a aislados tipo M, y un QTL menor

en el LG5 asociado a resistencia al tipo D (Pilarova y col., 2010) (Figura 1.9).
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Figura 1.9. Distribucion de los QTLs (entre paréntesis se indican los marcadores
moleculares ustilizados) relacionados con la resistencia a PPV en los grupos de
ligamiento del genoma de Prunus indicando la refenecia del estudio. En verde se
indican los QTLs descritos en P. davidiana y en azul en albaricoquero.

Toda esta informacidn sobre la resistencia a PPV en albaricoquero indica que se

trata de un tipo de resistencia cuantitativa y parcial (Soriano y col., 2008). La diversidad

genética del material estudiado dificulta la caracterizacién de las regiones responsables

de la resistencia. (Rubio y col.,

2010). La saturacién de los mapas de ligamientos con

mas marcadores moleculares permitira reducir el tamafio de los QTL responsables de la
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resistencia y poder conocer los loci responsables de esas caracteristicas (Sicard y col.,

2008).

En melocotonero (concretamente en la especie proxima P. davidiana) se han
descrito hasta 7 QTLs (ver figura adjunta donde se indica la localizacidon de los QTLs

ligados a la resistencia a PPV en albaricoquero y P. davidiana (Figura 1.9)).

1.4.3. Estudios transcrioptomicos y protedmicos

El transcriptoma (RNA) es una expresion flexible del genoma (DNA) capaz de
ajustarse a las necesidades del desarrollo y de los requerimientos medioambientales
de los organismos vivos. El transcriptoma esta constituido fisicamente por el RNA tanto
codificante como no codificante. EIl RNA es una molécula mucho menos estable que el
DNA lo que facilita poder ajustar su numero de copias mediante reciclaje. EIl RNA que
podemos encontrar en un organismo puede ser codificante como es el caso del
lamado RNA mensajero (mRNA) que puede representar un 5% del total, pero
mayoritariamente es RNA llamado no codificante. Este ultimo RNA puede ser
estructural como el de transferencia (tRNA) (5-10% del total) y el ribosémico (rRNA)
ARNr que puede representar hasta un 85% del RNA total. A su vez podemos hablar
dentro del RNA no codificante del RNA regulador (3-5% del total) que incluye siRNA
(pequeiio de interferencia) (20 nt), micro RNA (miRNA) (20-25 nt), snoRNA (de 60 a 300
nt) y otras clases de RNA como el small nuclear (snRNA), Piwi-interacting RNA (piRNA)
o scRNA (Bompflinewerer y col., 2004; Kim, 2005; Gingeras, 2011; Atkins y col., 2011;
Rodin y col., 2011; Watson y col., 2014) (Figura 1.10).

El transcriptoma presenta una mayor diversidad que el genoma del que se
origina ya que a partir de una misma regién de DNA se pueden generar varias
molecular de RNA y este RNA puede ser nuevamente procesado para volver a
aumentar su diversidad. El nudo gordiano del proceso de transcripcion y expresion del
ADN en un fenotipo concreto consiste en la traduccion del mMRNA maduro a la proteina;
junto con la presencia de RNA no codificante y no regulatorio como el rRNA vy
tRNAARNt; y la regulacién post-transcripcional y post-trasduccional (epigenética) de
este mRNA por parte de pequeiios RNA no codificantes pero si reguladores (miRNA,

siRNA, piRNA, snRNA o snoARN) (Figura 1.10) (Martinez-Gémez y col., 2012). Las
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proteinas y el ARN forman una serie de redes que afectan a la expresion del ADN. Es
esencial la comprension del transcriptoma como molde para las proteinas y como

elemento regulador para comprender los procesos de respuesta de la célula.

Es esencial la comprension del genoma como molde para las proteinas y como
elemento regulador para comprender los procesos de respuesta de la célula (Blencowe
y col., 2009). El genoma presenta una mayor diversidad que el genoma del que se
origina ya que a partir de una misma region de DNA se pueden generar varias
molecular de RNA y este RNA puede ser nuevamente procesado para volver a

aumentar su diversidad (Kapustin y col., 2008; Hallegger y col., 2010).
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Figura 1.10. Representacion esquemadtica de la regulacion de la expresion génica en
plantas. Adaptacion de los trabajos de Atknis y col., 2011; Martinez-Gémez y col., 2012
y Rodin y col., 2011).
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En melocotonero se han descrito 25.000 genes y se estima que a partir de ellos
se generen casi un millos de proteinas distintas (Peace y Norelli, 2009), por lo que
deben tener lugar multitud de procesos de ‘splicing’alternativo a partir de un mismo
gen asi como procesos madurativos. Llegandose a describer 838 ‘splicing’alternativos

en 26.689 genes codificantes de proteinas (Sosinski y col., 2010; Verde y col., 2013).

La enorme variabilidad de las proteinas generadas a partir de la limitada region
codificante queda en manos de el RNA regulador del que hay numerosas referencias
sobre su actuacién a nivel transcripcional (‘splicing’alternativo) y post-transcripcional
(silenciamiento) (Bompflinewerer y col., 2004; Matzke y col., 2004; Hodges y col., 2005;
Chapman and Carrington, 2007; Newman, 2008).

El analisis del proteoma para obtener marcadores protedmicos se inicio en la
mitad de los 70 (Klose, 1975) y desde entonces ha sido muy usado en el analisis de
especies de Prunus. Inicialmente se identificaban isoenzimas mediante electroforesis
unidimensional teniendo la ventaja de ser un cardcter codominante, pero esta técnica
sélo permitia analizar muy pocos loci y estos ademds tenian escaso polimorfismo
(Martinez-Gémez y col., 2007). Esta técnica ha sido muy poco utilizada en Prunus

(Cédnovas y col., 2004; Neilson y col., 2010).

Posteriormente se desarrollé la electrophoresis bidimensional que permite la
separacion de las proteinas en funcién del peso molecular y el pH. Los ultimos avances
en este campo vienen de espectrometria de masas que identifica pequefios péptidos
tras la digestion de la muestra ( Peace and Norelli, 2009). Las masas de los péptidos a
continuacién seran identificadas en una base de datos para finalmente deducir su
identidad. Esta técnica ha sido muy poco utilizada en Prunus (Canovas y col., 2004;

Neilson y col., 2010).

Los resultados sugieren que la mayor capacidad antioxidante de las variedades

de albaricoquero podria estar asociada, entre otros factores, con su resistencia a PPV.

Por otro lado en estudios de proteinas mediante electroforesis en 2D,
encontraron que la infeccion por PPV produce la induccién de una proteina similar a la

taumatina, asi como la disminucién de la mandelonitrilo liasa (MDL) en la apoplasto en
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melocotonero (Diaz-Vivancos y col.,, 2006; Clemente-Moreno y col., 2015) (Figura
1.11).
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Figura 1.11. Actividad oxidativa en los distintos compartimentos celulares en respuesta
a PPV en albaricoquero y melocotonero.

En la Figura 1.11 se indican los cambios metabdlicos observados en variedades

de albaricoquero resistentes y susceptibles en citoplasma, cloroplasto y apoplasto o
espacio intercelular.

1.4.4. Técnicas de secuenciacion masiva del transcriptoma (RNA-Seq)
Los estudios moleculares dentro del Prunus se han orientado principalmente al
ADN, siendo muy escasos las investigaciones sobre transcriptémicas basadas en el RNA

(Dirlewanger y col. 2004, 2009; Shulaev y col. 2008; Peace and Norelli 2009). Los
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estudios transcriptémicos en Prunus se han realizado principalmente en melocotonero
(Abbott 2012; Pozzi and Vecchietti 2009), almendro (Martinez-Gémez y col. 2007; Arus
y col. 2009), albaricoquero (Folta and Gardiner 2009), cerezo (Dirlewanger y col. 2009);
y ciruelo (Esmenjaud and Dirlewanger 2007). Todos estos estudios han permitido el
primer mapa fisico del genoma del melocotonero, que es la especie referente para el
género (Zhebentyayeva y col., 2008).

Este mapa inicial constaba de 2.138 contigs repartidos en 15.655 BAC
(cromosomas artificiales de bacterias). Recientemente la secuencion del genoma
completo del melocotén por el IPGI (The International Peach Genome Initiative,
quedando la secuencia disponible en http:/www.rosaceae.org (Sosinski y col., 2010;
Verde y col., 2013) que ofrece nuevas oportunidades para realizar estudios genémicos
y transcriptomicos en las distintas especies del género debido al alto grado de sintenia

dentro del género (Dirlewanger y col., 2004; Jung y col., 2009).

1.5. Justificacion y Objetivos de la Tesis

El albaricoquero es un cultivo con enorme importancia econdmica en nuestro
pais y la Regidn de Murcia, su cultivo no esta saturado y presenta buenas expectativas
para la exportacion, por lo que puede suponer una fuente de crecimiento econémico.
El principal factor limitante de este cultivo y de los demas cultivo del género Prunus es
la sharka, cuyo Unica forma de control definitivo es generar variedades resistentes. La
propagacion de la sharka supone un enorme coste econémico para los productiores al

hacer incomercilizables los frutos de esta especie.

Los métodos tradicionales de obtencion de variedades lefosas requieren
multiples cruces para seleccionar genotipos donde confluyan caracteristicas
agronomicas deseadas junto con la resistencia, lo que dilata enormemente el proceso.
El aumento de los conocimientos moleculares sobre la resistencia a sharka permitira
hacer selecciones en fase de plantula lo que ahorra tiempo y recursos econdmicos

derivados del mantenimiento de cada uno de los ejemplares a estudiar.
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La mejora genética clasica consiste en el cruzamiento de variedades con la
intencién de aunar en un Unico genotipo aquellas caracteristicas que mds nos
interesen. Para ello, tras los cruzamientos es necesario esperar periodos de al menos 3
afilos para poder llevar a cabo un primer fenotipado de la poblacién de estudio,
realizando este proceso durante 2 o 3 afios mads. Esto supone una espera de entre 5y 6
afios para obtener unos resultados robustos del fenotipo que nos permitan la seleccién
de genotipos de interés y por tanto la obtencion de nuevas variedades.

En base a esta problematica de la sharka y la obtenciéon de nuevas variedades
de albaricoquero resistentes, el objetivo general de esta tesis es aumentar los
conocimientos moleculares a nivel gendmico, trancsciptémico y hormonal sobre la

resistencia a sharka. Ademas se persiguen los siguientes objetivos especificos:

-Recopilar informacidon sobre los distintos estudios genéticos, gendmicos,

transciptomicos y protedmicos sobre la resistencia a sharka en PPV en Prunus

-Identificar nuevos marcadores SSR y SNP asociados con la resistencia a sharka en

albaricoquero.

-ldentificar genes con expresion diferencial entre la variedad resistente ‘Rojo
Pasién’ y susceptible ‘Z506-7' de albaricoquero, mediante la secuenciacién
masiva y comparacién de sus transcriptomas. Mediante la comparacién de estos
transcriptomas entre si, antes y después de ser inoculados con PPV. Para conocer

los mecanismos moleculares de la resistencia.

-Identificar los perfiles hormonales en la variedad resistente ‘Rojo Pasion’ y
susceptible ‘Z506-7’ de albaricoquero antes y después de la infeccion, vy

establecer relaciones con la susceptibilidad y resistencia.
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2. MATERIAL BIOLOGICO Y CONDICIONES EXPERIMENTALES

2.1 Material vegetal

2.1.1. Variedades de albaricoquero

Los variedades ensayadas en esta Tesis pertenecen a la Coleccion de Variedades
de Albaricoquero del CEBAS-CSIC y los arboles se encuentran en la finca experimental
que el CEBAS-CSIC posee en el municipio de Cienza localizada en el sureste espanol entre
los municipios de Cieza y Calasparra (Murcia) (lat. 372 N, long. 12 E). La finca se encuentra situada
a 310 m de altitud, cercana de la ribera del rio Segura limitando al norte con un importante

macizo montafioso (Figura 2.1).

Figura 2.1. Vista general de la coleccidon de variedades de albaricoquero
situada en la finca del CEBAS-CSIC, en Cieza (Murcia).

La pluviometria media en el drea donde se encuentra ubicada la finca
experimental se sitla en torno a los 300 mm de lluvia anuales. En cuanto a las
caracteristicas climaticas, debemos indicar que este emplazamiento se caracteriza
por una acumulacidon media-alta de frio invernal la mayoria de los anos, suficiente
para satisfacer las necesidades de frio de la mayoria de las variedades de
albaricoquero favoreciendo una adecuada ruptura del letargo invernal. No
obstante, las oscilaciones en cuanto a la cantidad de frio acumulado y los periodos

de acumulacién de frio son notables, lo que afecta notablemente a las fechas de
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floracidon y consiguientemente a las fechas de maduracién. A continuacién se

describen las variedades de albaricoquero utilizadas en esta memoria:

Bergeron: Variedad francesa obtenida en el INRA, autocompatible, de floracion
y maduracion tardia. La fruta es de buen tamarfio y tiene cierta acidez, presentando
alta productividad y buena aptitud industrial, con gran capacidad para la conservacién

en frio.

Bulida: Variedad murciana autocompatible y fundamentalmente cultivada en
nuestra regioén. Su fruto, de tamafo medio, se destina principalmente a la conserva,
aunque en las zonas de recolecciéon precoz se comercializa en fresco. Es la variedad
mas importante tanto a nivel regional como nacional. Presenta una gran
susceptibilidad a viruela, mostrando fuertes sintomas de la enfermedad.

Currot: Variedad valenciana autocompatible incluida dentro del grupo de los
valencianos tempranos, que madura la primera quincena de mayo. Aunque los
primeros afios no muestra una gran productividad, posteriormente comienza a
producir bien y esta produccién se estabiliza. Sus frutos son de calibre pequefio y

de color amarillo claro.

Goldrich: Variedad de origen estadounidense, obtenida en la Universidad de
Washington del cruzamiento Sunglo x Perfection. Es autoincompatible y muy

productiva. Su fruto es grande, tiene cierta acidez y un color anaranjado.

Mauricio: Variedad espafiola, principalmente cultivada en la Regiéon de Murcia.
Es autocompatible, de maduracién precoz, productiva y con una aceptable calidad del

fruto.

Orange Red: Procedente del programa de mejora de New lJersey del
cruzamiento de Largerdi Mashhad (de origen irani) con NJA2, también obtenida en
New Jersey. Es autoincompatible, presentando buena calidad gustativa y un

aspecto muy atractivo, con carne naranja y chapa roja.

Rojo Pasidn: Variedad obtenida en el CEBAS-CSIC de Murcia, descendiente del
cruzamiento Orange Red x Currot. Es autocompatible, de maduraciéon precoz y muy
productiva. Su fruto es de carne naranja claro y de buena calidad gustativa, con una

chapa roja y un tamafio aceptable para su época de maduracién tan temprana.
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Valorange: Variedad obtenida en el CEBAS-CSIC de Murcia del cruzamiento
Orange Red x Currot. Es una variedad autocompatible, muy productiva y de
maduracion intermedia. Su fruto es anaranjado, con notable chapa roja y de gran

calidad gustativa. Ressitente a PPV.

2506-7: Seleccidon obtenida en el CEBAS-CSIC de Murcia del cruzamiento
Goldrich x Lito. Es autocompatible, con un fruto anaranjado de gran calidad. Se

carcateriza por su elevada susceptibilidad a PPV.

2.1.2. Patrones de Prunus

Los patrones utilizados fueron elegidos por ser susceptibles a PPV y por ser los

utilizados tradicionalmente en los ensayos de resistencia a virus en frutales de hueso.

Melocotonero ‘GF305’: Patrén franco seleccionado en la estacién experimental
de la “Grande Ferrade” de Burdeos. Como patrén comercial es muy poco utilizado y
destaca por su gran vigor y la rapida entrada en produccion de la variedad. Es utilizado
frecuentemente como indicador bioldgico en los sistemas de cuarentena y en la
evaluacion de la resistencia a virosis de frutales. Las plantas empleadas en esta tesis

proceden de semillas facilitadas por “Pépiniéres Serge Lafond S.A.R.L.” (Valréas, Francia).

Albaricoquero ‘Real Fino’: Como la mayoria de albaricoqueros francos, induce
longevidad y elevada productividad a las variedades, si los suelos son adecuados.
Generalmente prefieren suelos sueltos, profundos y bien drenados. No se conocen
incompatibilidades con las variedades de albaricoquero. Uno de los inconvenientes
principales de su uso es que induce un desarrollo vegetativo excesivo. Las plantas
utilizadas en nuestros ensayos proceden de semillas de Real Fino obtenidas en la

industria conservera de Pliego en Murcia.

2.2. Aislado del Plum pox virus

El aislado utilizado serd el tipo Dideron (D) 3.30-RB/GF-IVIA, procedente de
ciruelo ‘Red Beaut’ que llego a nuestro laboratorio a través del IVIA de Valencia,

conservado en melocotonero ‘GF305’° desde hace 20 afios y considerado
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representativo de la poblaciéon de aislados de PPV en Espaiia. Este aislado de PPV 3.30-
RB/GF-IVIA fue secuenciado completamente mediante RNA-Seq (Rubio y col., 2015) e
introducido en la base de datos del NCBI como la accesiéon del NCBI numero

KJ849228.1.

2.3. Condiciones experimentales de cultivo

El cultivo del material vegetal tuvo lugar en la finca del CEBAS-CSIC de
Santomera, bajo condiciones de invernadero con doble puerta y mallas laterales a
prueba de afidos para evitar infecciones no controladas del material experimental. Las
condiciones de riego variaban segun las necesidades hidricas de acuerdo con la
temperatura. También se disponia de una malla de sombreo aluminizada y de un
sistema de enfriamiento (“cooling”) para controlar el reducir el estrés durante los

meses mas extremos.

El material vegetal fue cultivado en macetas de 3,5 litros con un 80% de turbay

un 20% de perlita.

Se obtuvo un patrén de albaricoquero ‘Real Fino’ sobre el que se injertd el
material a analizar. Estos patrones se obtuvieron germinando huesos de albaricoquero
estratificados 90 dias en vermiculita a 7 29C. Previamente las semillas fueron

desinfectadas con TMTD al 2% durante 20 minutos e hidratadas durante 24 horas.

Dos meses tras la germinacion del patron se procedio a la inoculacién del virus
PPV-D cepa 3.30 RB/GF-IVIA (GenBank: KJ849228.1) mediante un injerto en escudete
de corteza de ‘Real Fino’ con fuertes sintomas de sharka y con crecimiento activo por
su efectividad en la transmisién del virus (Martinez-Gémez y col., 2000). El estado no
lignificado de la corteza de estos patrones favorece una mejor efectividad de

transmisién del virus desde el injerto.

Se realizaron cuatro inoculaciones de patrones ‘Real Fino’. Se mantuvieron dos
plantas de semillero adicionales como control. Dos meses mas tarde se injertaron seis
réplicas de clones ‘Rojo Pasion’ y ‘Z506-7' en patrones ‘Real Fino’ previamente

infectados. Un mes después del injerto las plantas fueron sometidas a un periodo de
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dormancia artificial en oscuridad a 72C durante dos meses para luego ser transferidos
a un invernadero. Los sintomas de sharka fueron valorados de 0 (sin sintomas) a 5

(mdaxima intensidad de sintomas).

2.3.1. Inoculacion de los patrones mediante injerto

Este proceso consiste en cortar pequenas cortezas o chapas del tallo de la
planta fuente de indculo con una navaja e introducirlas en pequefios cortes realizados
en el tallo de los patrones sanos. Luego se recubren con parafilm para proteger el
injerto, evitando de esta forma el desprendimiento de la corteza y mejorando su

conexién con los vasos conductores de la planta.

Anteriormente a la inoculacion de las plantas sometidas al proceso de
evaluacidn de resistencia a PPV. Estos experimentos tuvieron lugar durante un ciclo de
crecimiento de las plantas, y se llevaron a cabo en un invernadero en condiciones

controladas.

El injerto es posible realizarlo en dos modalidades: a “yema viva” (mayo) y a
“yvema dormida” (febrero y septiembre). Nuestra injerta de variedades de
albaricoquero se realizé sobre los patrones previamente inoculados con el aislado
PPV-D y tuvo lugar en octubre de 2011 a “yema dormida” tras el ciclo de frio y un mes

aproximadamente de crecimiento en invernadero.

El método que se utilizd es el injerto del tipo escudete, consistente en la
colocacién de una yema de la variedad en el patron mediante un corte en forma de “T”
en el tallo y sujetdndola con una cinta de pldstico que mas tarde se corté para facilitar

el crecimiento en grosor de la planta (Figura 2.2).

Se injertaron 6 repeticiones de cada una de las variedades en los patrones
inoculados, escogiendo 3 melocotoneros GF305 y 3 albaricoqueros Real Fino (Figura
2.6). De esta forma, hemos trabajado con 102 plantas injertadas con nuestras 17

variedades comerciales de albaricoquero.

Universidad de Murcia CEBAS-CSIC /49



Capitulo 2/ Material biolégico y condiciones experimentales

2.3.2. Ciclo de crecimiento artificial

Una vez obtenido el patréon, inoculado e injertado con la variedad
correspondiente, las plantas se mantuvieron en un invernadero de condiciones
controladas a prueba de insectos, con sistema de refrigeracién “cooling” y malla de

sombreo (Figura 2.2).

El riego en los primeros estados vegetativos fue manual, con una frecuencia
dependiente del crecimiento de cada planta. Cuando éste estuvo mas avanzado, se
llevo a cabo mediante un programador apoyado por riegos manuales en funcién de las
necesidades de las plantas. El abonado se realizd por fertirrigacion cada mes

aproximadamente.

Aungue el invernadero se encontraba en condiciones de aislamiento, se realizé
un control fitosanitario preventivo al objeto de mantenerlo en perfectas condiciones
sanitarias (Figura 3.6). La aplicacion de los tratamientos se realizé mensualmente,
alternando tres tratamientos diferentes para garantizar la ausencia de otras plagas o

enfermedades que pudieran interferir en los ensayos de evaluacion.

Los frutales de hueso poseen un crecimiento ciclico anual, con una entrada en
letargo en invierno y crecimiento el resto del afio. Con la intencion de acelerar este
ciclo natural, y por tanto la evaluacidon de los resultados, las plantas fueron sometidas a
ciclos de crecimiento artificial, alternando periodos de letargo inducido en camara fria
a 7 °C y periodos de crecimiento en invernadero. Asi, es posible realizar dos ciclos

anuales, uno en primavera y otro en otoio (Figura 2.2).

La germinacién de las semillas se llevd a cabo entre diciembre y enero en
camara fria a 7 2C. A principios de febrero se sembraron en macetas y se dispusieron
en el invernadero en condiciones controladas produciéndose el primer crecimiento
vegetativo de las plantulas hasta julio. EI 1 de este mes se introdujeron en cdmara fria
induciéndoles el letargo. Tras dos meses de frio, los patrones se llevaron al
invernadero donde experimentaron un segundo periodo de crecimiento en el que se

inocularon con PPV y se injertaron las variedades de albaricoquero.
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Tras otro periodo de frio, los patrones injertados crecieron de nuevo en

invernadero hasta julio (Figura 2.3).

Invernadero Camara fria
Febrero-Junio Julio-Agosto
Septiembre-Noviembre Diciembre-Enero

Ciclos
artificiales

(

Figura 2.2. Invernadero de condiciones controladas a prueba de insectos donde se
realizan los ensayos e interior de la cdmara frigorifica donde se indujeron los periodos
de letargo y se procedid a la estratificacion de las semillas.

Como se ha indicado, PPV experimenta un mayor crecimiento dentro de la
planta en tejidos jévenes con crecimiento activo y sin condiciones estresantes de
temperatura, por lo que el muestreo de hoja de las variedades para la evaluacion se

realizé a mediados de Abril.
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2.4.-Deteccion del PPV

2.4.1. ELISA-DASI

La presencia de PPV fue confirmada mediante DASI-ELISA con el anticuerpo
monoclonal especifico 5B-IVIA/AMR (Plant Print Diagnostics SL, Valencia, Spain). La
variante usada fue el ELISA-DAS (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - Double
Antibody Sandwich) que es la técnica mas utilizada para la deteccién de la sharka

(Lommel y col., 1982; Albrechtova, 1990).

Se seleccionaron hojas jévenes en crecimiento para asegurarnos la deteccién
del virus (Albrechtova, 1990) ya que PPV tiene una distribucidon errdtica y escasa
dentro de las especies del género Prunus (Audergon y col., 1989). Se analizaron hojas

de los patrones y de las plantas injertadas tanto controles como inoculadas.
Esta prueba consta de las siguientes fases:

- Tapizado: se afiaden inmunoglobulinas especificas en tampdn carbonato para
gue recubran el fondo de los pocillos. Estas inmunoglobulinas son especificas para la

proteina de la capside del virus. Se incubaron durante cuatro horas a 30 °C.

- Adicion de la muestra: se tritura la muestra con el tampdn de extraccion. El
extracto resultante es depositado en los pocillos para ser incubado 16 horas a 4 °C. Las
muestras con proteina de la cdpside del virus se unirdn de al anticuerpo del tapizado. A

continuacién se lavara con tampdén AFT+Tween 20.

- Adicion del anticuerpo monoclonal: en cada pocillo se afiaden los anticuerpos
monoclonales especificos de PPV (5B-IVIA/AMR) disueltos en tampdn que se uniran a
los antigenos de la capside viral que hayan sido fijados en la fase previa. Se incuban 2

horas a 37 C.

- Adicion de anticuerpos anti-ratén conjugados con fosfatasa alcalina: estos
anticuerpos son afiadidos a cada pocillo para que se unan a los anticuerpos

monoclonales de la etapa anterior. Incubacién dos horas a 37°C.
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- Revelado y lectura de la reaccion de la fosfatasa: se afiade a cada pocillo el
sustrato de la fosfatasa alcalina (p-nitrofenilfosfato). Los pocillos con el anticuerpo
conjugado con la fosfatasa alcalina producirdn una reaccién con un producto amarillo.
Incubacién 60 minutos. La placa se incubd a temperatura ambiente y en oscuridad. A
continuacién se midié su densidad 6ptica (DO) a 405 nm. La muestra se considerada
positiva (ELISA +) si su DO a los 60 minutos supera dos veces la DO media de los

controles negativos (Sutula y col., 1986).

2.4.2. RT-PCR

Para corroborar la deteccién del virus se utilizd la técnica RT-PCR (Reverse
Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) (Wetzel y col., 1991) ya que PPV es un virus

de RNA. Esta prueba se compone de las siguientes fases:

-Extraccion del RNA: mediante el kit comercial de extraccion de RNA Rneasy

Plant Mini Kit (QIAGEN).

-Retrotranscripcion del ARN: el paso de RNA a cDNA se realizdémediante la
retrotranscriptasa AMV (Promega). Se toman 4 microlitros de la solucién con RNAy 2,5
microlitros de cebadores antisentido para la PCR. Se incuba 3 minutos a 859C vy
después de deja a 502C durante 25 minutos para que se linealice la cadena de RNA y se

unan los oligonucledtidos.

-Amplificacion de la cadena de cDNA: el cDNA de la fase anterior se incuba con
oligonucleétidos especificos para la proteina de la capside VP337 (5
CTCTGTGTCCTCTTCTTGTG 3’) y VP338 (5" CAATAAAGCCATTGTTGGATC 3’) (Martinez-
Gbémez y col., 2003; Sanchez-Navarro y col., 2005) y se somete a una serie de ciclos de

amplificacion en el termociclador Mastercycler de EPPENDORF.
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-Visualizacion de los resultados: tras la amplificacion las muestras son
analizadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. El DNA fue tefiido con
bromuro de etidio y a continuacidon se visualizan con luz UV. Si se ha producido
amplificacidn se observara una banda de 313 pb correspondiente al tamafio entre los

cebadores VP-337 y VP-338.
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3. POLIMORFISMO GENOMICO

3.1. Introduccidn y objetivos

La caracterizacion genotipica mediante marcadores moleculares implica una
serie de técnicas que permiten caracterizar los genotipos de interés en cualquier especie
a nivel de su ADN. Estas metodologias generan patrones (polimorfismos) empleados
para identificar especies, variedades o individuos. Asimismo se pretende asociar dichos
polimorfismos de DNA a caracteristicas de interés pomoldgico o agronémico, previa
construccion de mapas de ligamiento genético, mediante el desarrollo de marcadores
moleculares especificos que nos permitan la seleccién de genotipos de interés a nivel de
vivero y por tanto acelerar y mejorar la eficiencia de los programas de mejora genética
clasica. Es la denominada mejora asistida por marcadores moleculares (Arus y col.,

2005). Las caracteristicas idoneas para un marcador son las siguientes:

- Econdmico, rdpido, consistente, de facil desarrollo y aplicacién
- Aplicable sin conocer la secuencia a estudiar

- Deteccidn a partir de muestras pequeiias

- Polimérfico y co-dominante

- Transferible en cruzamientos e introgresiones

- Ausencia de influencia ambiental, efectos epistdsicos y pleiotrdpicos

Tipos de marcadores moleculares aplicados

En sentido estricto podemos describir los marcadores moleculares como los
dedicados al analisis del ADN, si bien al inicio de utilizacion de la técnica se incorporaron
los marcadores de isoenzimas (proteinas) en esta denominacién (Arus y col.,, 2005;
Martinez-Gémez y col., 2007; 2012). Los marcadores de DNA presentan importantes
ventajas frente a los proteicos (isoenzimas), ya que no se ven afectados por variaciones
ambientales ni de desarrollo, muestran la base misma de la variacion de los individuos,
permiten seleccionar regiones concretas del DNA para estudios determinados, el nimero
de polimorfismos detectables es tedricamente ilimitado y permiten analizar tanto la

informacién que se expresa como la que no.
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Tras el proceso de extracciéon del DNA la separacion de los fragmentos
estudiados se realiza en geles de agarosa o acrilamida visualizandose con diferentes
técnicas de tincién. Mds recientemente se estdn utilizando secuenciadores de
capilaridad para este andlisis de porlimorfismos. Podemos encontrar 2 grandes grupos

de marcadores de ADN, los RFLPs y los basados en la técnica de la PCR.

SSRs (Simple Sequence Repeats)

Los microsatélites también llamados Sequence Tagged Microsatellite Sites
(STMS) o SSRs (Gupta y col., 1996) son repeticiones en tandem de secuencias de DNA
de 1 a 6 pares de bases como repeticiones imperfectas (interrumpidas) o juntas con
otro tipo de repeticidn. Estos fragmentos de DNA repetidos estan flanqueados por
secuencias de copia Unica o simple, que proporcionan el punto de partida para la
amplificacidon especifica por PCR. Los cebadores complementarios a las secuencias
Unicas en las que flanquean regiones pueden ser designados para amplificar productos
de copia Unica. Los marcadores tipo microsatélite incluidos dentro de los marcadores
de segunda generacion son los mas utilizados por los investigadores en las técnicas
basadas en la PCR para el mapeo del genoma en plantas. Estos marcadores han sido
descritos como los mejores marcadores de DNA para la evaluacion de la diversidad

genética entre especies de plantas (1).

SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)

Los SNPs son marcadores bi-alélicos de nueva generaciéon que
desenmascaran polimorfismos entre individuos debido a variaciones de un solo
nucledtido. Estas variaciones de un solo nucledtido surgen debido a mutaciones
puntuales. La deteccién de SNPs requiere de algunos ensayos previos de
automatizacién. Esta técnica esta siendo usada en métodos basados en geles y sin
gel para detectar abundantes polimorfismos (Martinez-Garcia y col., 2013a; 2013b;

2013c).

Sin embargo, se requiere una adecuada informacién de la secuencia. En el
caso de los métodos basados en geles, se disefian cebadores especificos lo que da
lugar a la amplificacion de alelos positivos debido a la coincidencia exacta de

imprimacién. En el caso de los métodos basados en la ausencia de gel, las regiones
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mas adecuadas son amplificadas siendo las diferencias detectadas por técnicas tales
como la desnaturalizacion mediante “High Performance Liquid Chromatography
(HPLC)” o “Matrix-Assisted” Laser Desorption/lonization Time Of Flight Mass

spectrometry (MALDIT OF MS)”.

Ambas técnicas son extremadamente sensibles y son capaces de detectar
diferencias de un solo nucledtido. Los marcadores tipo SNP que presentan algunas
ventajas con respecto a los marcadores tipo SSR, estan siendo ultimamente utilizados
cada vez mas en el mapeo y deteccién de QTLs en especies del género Prunus, tal y
como se describe en los trabajos de Martinez-Garcia y col. (2013a, 2013b, 2013c) o

Eduardo y col. (2013) en diferentes poblaciones de melocotonero.

Ademas, los diferentes marcadores moleculares observados en diferentes
mapas del género Prunus, sugieren altos niveles de sintenia (Jungy col., 2009), lo que
nos permite el uso de estos marcadores entre distintas especies del género Prunus.
La mayoria de los caracteres de calidad del fruto son generalmente heredados

cuantitativamente y controlados por varios genes (poligénicos).

Estos caracteres cuantitativos varian de forma continua y normalmente se rigen
por un numero de genes. La naturaleza de los caracteres cuantitativos es que su
expresion esta controlada por varios o decenas de loci cuantitativos (QTLs) que tienen
un efecto pequefio sobre el caracter. Asi pues, el objetivo del mapeo de QTLs es
determinar los loci que son responsables de las variaciones de estos caracteres
cuantitativos y encontrar los genes que los influencian. La determinacién del numero,
localizacion e interaccion de estos loci son el objetivo final junto con la identificacién

de los genes implicados y sus funciones.

En estos estudios moleculares, los marcadores SSR (Simple Sequence Repeat)
han llegado a ser los mas importantes para la mejora de plantas debido a su alta
variabilidad, naturaleza multialélica, herencia co-dominante, reproducibilidad,
abundancia relativa, cubren una zona extensa del genoma, localizacién especifica en el
cromosoma, automatizacién y genotipado de alto rendimiento (Campoy y col., 2011).

Uno de los objetivos mds importantes en la aplicacion de los marcadores

moleculares en especies de interés agricola ha sido la construccion de mapas de ligamiento

genético y deteccion de QTLs. Estos mapas nos sirven para identificar diferentes regiones
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en los cromosomas que controlan caracteres simples (Unico gen) o caracteres cuantitativos
(varios genes) usando el andlisis de QTLs (Collard y col., 2005). Los estudios sobre
identificacion de QTLs relacionados con calidad del fruto en albaricoquero son escasos. Ruiz
y col. (2010b) describieron el primer estudio identificando varios QTLs ligados a fecha de
floraciéon, fecha de maduracién, peso del fruto, peso del hueso, color de fondo de piel,
firmeza, contenido en azlcares y acidez. Mas recientemente, Campoy y col. (2011b)
identificaron un QTL asociado a fecha de floracién y Socquet-Juglard y col. (2012) varios
QTLs ligados al contenido en sélidos solubles, color de fondo de piel y forma de la fruta.

Los ultimos avances tecnoldgicos en el genotipado de especies
fundamentalmente con el uso de los SNPs han dado lugar a una importante
disminucién tanto del tiempo como de los costes del genotipado (Tavassolian y col.,

2010; Ahmad y col., 2011; Martinez-Garcia y col., 2013a; 2013b).

En el caso de Martinez-Garcia y col. (2013b) en las poblaciones de
melocotonero Pop-DF y Pop-DG logran mapear 1037 y 738 SNPs respectivamente,
localizando importantes QTLs asociados a textura harinosa y tonalidades rojizas de
la pulpa en el LG 4, pardeamiento de pulpa en el LG 5, asi como también
susceptibilidad a dafios por frio. La alta densidad de estos mapas nos da una idea
del potencial que llegan a tener las plataformas de alto rendimiento para el mapeo
genético de SNPs, lo que supone sin duda alguna una herramienta muy potente
para la deteccién de QTLs y genes candidatos ligados a caracteres de calidad del

fruto en cualquier especie del género Prunus.

Por tanto, se esta produciendo un incremento en el uso de los SNPs, los cuales a
pesar de su naturaleza bialélica (proporcionando menos informacién por locus) pueden
cubrir amplias zonas del genoma, ya que la abundancia de los mismos es bastante alta
pudiendo utilizar un gran nimero de SNPs en el mapeo (Martinez-Garcia y col., 201383;

2013b).

Paralelamente, surge la posibilidad de construir mapas combinando la baja
densidad y alta variabilidad de los SSRs con la alta densidad y baja variabilidad de los SNPs.
Entre los primeros mapas que combinan SSRs y SNPs para la deteccién de QTLs y genes
candidatos destacan los elaborados por Dhanapal y col. (2012) que identificaron 142

genes candidatos relacionados con la susceptibilidad a dafios por frio en
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melocotonero, y Eduardo y col. (2013) en otra poblacién de melocotonero identifican

importantes QTLs relacionados con compuestos orgdnicos volatiles.

El fundamento de este enfoque es que los SSRs pueden actuar como un marco
de referencia de los SNPs siendo mapeados de forma conjunta en cada grupo de
ligamiento. Esto da lugar a mapas de mayor densidad y precisién, siendo mas apropiados
para la deteccién de QTLs. Las actuales y modernas plataformas de genotipado de SNPs
gue son casi totalmente automatizadas hacen que la tasa de error sea mucho menor que
en el caso de los SSRs, aunque cabe destacar que es necesaria una mayor densidad de

SNPs para tener igual o mayor precisién que en el caso de los SSRs.

Sin embargo, se ha demostrado que cuando las tasas de error en el genotipado
son bajas, se pueden construir mapas muy precisos tanto con SSRs como con SNPs, por
lo que en algunos casos tenemos que eliminar aquellos marcadores que muestren
errores de genotipado antes de proceder con el analisis de los grupos de ligamiento
(Martinez-Garcia y col., 2013a). El sistema de genotipado de poblaciones mediante la
técnica SNPlex combinando la técnica PCR y la espectrometria de masas, se trata de uno
de los métodos mas eficientes, ya que nos aporta precision en el genotipado, flexibilidad
en el disefo de los ensayos, mapas altamente saturados (en una Unica reaccion de PCR

se llegan a amplificar hasta 48 SNPs) y costes no muy elevados (De la Vega y col., 2005).

Desarrollo de QTLs (Quantitative TraitLoci)

Los programas de mejora en Prunus se han dirigido a la obtencion de
variedades con diferentes caracteristicas organolépticas adecuadas a los diferentes
mercados, variedades con distintos periodos de maduracion, adaptaciones a distintos
climas y resistencia a enfermedades. El principal reto de estos programas reside en las
caracteristicas fisioldgicas especificas como un extendido periédo juvenil (de tres a
diez afios dependiendo de la especie), procesos de dormancia y respuestas
diferenciales influenciadas por las condiciones ambientales. Estos retos en el cultivo
hacen de la obtencién de nuevas variedades un procedimiento caro, de larga duracién
en el que hay que manipular poblaciones muy grandes para realizar posteriormente la
seleccion (Gradziel, 2012). Por estos motivos la investigacién en la mejora de especies
ha buscado el desarrollo de marcadores moleculares que ayuden en el proceso de

seleccion que estan siendo muy utiles en la mejora de las distintas especies de Prunus
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(Arusy col., 2005; Abbott, 2012). Estos marcadores moleculares han permitido obtener
patrones polimérficos que pueden ser asociados con las caracteristicas de interés en
nuestro caso la resistencia a PPV.

La eleccién de los marcadores moleculares ha ido evolucionando en base a sus
caracteristicas econdmicas, facilidad de uso, grado de polimorfismo, codominancia y
ausencia de influencia ambiental. Actualmente todos los marcadores moleculares se

basan en la deteccion del DNA y se describen a continuacioén:

Estos métodos se basan en la extraccién de DNA que sera digerido con enzimas
de restriccidon para posteriormente ser revelado en un gel de agarosa que mostrara un
perfil de bandas por tamafios y son considerados los marcadores de primera
generacion. Las diferencias en los puntos de corte puede deberse a mutaciones
puntuales, delecciones, inserciones, inversiones o translocaciones en el DNA. Por tanto
estos marcadores son codominates y permiten determinar si caracteres relacionados
se relacionan de forma homocigoética o hererocigotica. Estos marcadores permitieron

un gran desarrollo de los mapas de ligamiento (Viruel y col., 1995).

Estas técnicas se basan en la extraccién de DNA para ser amplificado. Entre ellas
encontramos los marcadores de segunda generacion (RAPDs y SSR) y los de nueva

generacion (SNP).

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), utiliza oligonucleétidos de 9 a 12
pb generados al azar (Welsh y Mc Clellad, 1990), cada oligonucledtido produce de uno

a diez fragmentos que serdn detectados en geles de agarosa (Winter y Kahl, 1995).

Los SSR son repeticiones en tandem de 1 a 6 pb que se encuentran flanqueadas
por regiones de copia Unica sobre las que se alinean cebadores para iniciar la
amplificacion mediante PCR lo que genera fragmentos de distinto tamafo segun el
numero de repetiones en tandem. Estos marcadores son abundantes, polimérficos,
codominates por los que se consideran los mejores marcadores de DNA para evaluar la

diversidad de caracteristicas de las especies vegetales (Campoy y col., 2011).

Los SNP (Single Nucleotide Polymorphism) son marcadores que se basan en la
variacion de un Unico nucledtido (naturaleza bialélica) generalmente debido a

mutaciones puntuales. Su utilizacién necesita el conocimiento preciso de la secuencia a
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amplificar ya que requiere cebadores especificos que alinean en su ultima basa con
nucledtido polimdrfico permitiendo de este modo la amplificacion. Estos marcadores

aparecen tanto en regiones no codificantes como en codificantes.

Todos estos marcadores se han utilizado en estudios de segregaciéon donde se
analiza la relacion entre caracter y marcador lo que ha permitido realizar mapas de
ligamiento y QTLs (Quantitative Trait Loci) responsables de estos caracteres lo que

facilita las estrategias de mejora de especies (Boopathi, 2013).

Un QTL es una regidn gendmica responsable de la variacion de un caracter de
manera asociada con la variacién de un marcador (Asins, 2002). Existen gran cantidad
de QTLs de distintas especies y poblaciones de Prunus, en las que se reconocen
regiones responsables de la variacién de caracteristicas del fruto como peso, cantidad

de sélidos solubles, azlcares; y resistencia a enfermedades.

La secuenciacion del genoma de referencia del melocotonero junto los datos
cada vez mayores de distintos transcriptomas de distintas especies y variedades de

Prunus genera nuevas posibilidades de aplicacion de los QTLs.

Identificacion de QTLs ligados a la resistencia a PPV

Respecto a la base gendmica de la resistencia a PPV en albaricoquero, Hurtado
y col. (2002), identificaron marcadores QTL (Quantitative Trait Loci) en el grupo de
ligamiento 1 (LG1) del albaricoquero como responsable de la resistencia a PPV
mediante el uso de AFLPs (Amplified Fragment Length Polymosphisms).
Posteriormente, también mediante el uso de AFLPs y SSRs (Simple Sequence Repeats)
se identifico este mismo QTL y otros QTLs en el LG1 y LG5 (Vilanova y col., 2003;
Lambert y col., 2007; Lalli y col., 2005; Zebentyayeva y col., 2008; Marandel y col.,
2009; Dondini y col., 2011). En el LG1 Pilarova y col. (2010) identificaron dos QTLs
vinculados con la resistencia a la cepa Dideron de PPV y tres QTLs para la resistencia a

la cepa Marcus.

Estos autores también identificaron un QTL menor en el LG1 relacionado con la
resistencia a la cepa Dideron. Posteriormente varios marcadores moleculares del QTL
del LG1 relacionados con la resistencia a PPV fueron identificados por Dondini y col.

(2011); Vera-Ruiz y col. (2011) y Soriano y col. (2012). Estos autores también han
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indicado que los alelos de resistencia SSR cosegregan con la resistencia a PPV.
Recientemente, Zuriaga y col. (2013) describié una region gendmica de 194 kb en el
LG1 (pseudocromosoma 1 del genoma de referencia del melocotonero entre las
posiciones 8.050.805-8.244.925) del locus sinténico PPVres. Estos autores también
describieron una familia de genes con dominios homologos a la Meprina y TRAF-C
(MATH) como candidatos de resistencia que coinciden con hallazgos previos (Cosson y
col. 2010). Ademads hay que destacar recientes estudios que muestran la posibilidad de
un segundo locus involucrado en el control de la resistencia (Rubio y col., 2014;

Decroocq y col., 2014).

A nivel gendmico el objetivo a alcanzar en este capitulo es identificar
marcadores moleculares SSR y SNP a partir de las cuatro comparaciones (Rc vs. Ri, Zc
vs. Zi, Rc vs. Zc y Ri vs Zi) entre los transcriptomas resiste y sensible a PPV de los
genotipos de albaricoquero ‘Rojo Pasién’y ‘Z506-7, respectivamente. Se pretende
mejorar la metodologia y el analisis de los SSR y SNP a partir de RNA-Seq para su
aplicaciéon en el genotipado de la resistencia a PPV en albaricoquero. La obtencién de
nuevos polimorfismo de tipo SSR y SNP permitird incrementar la saturacién en los
mapas de ligamiento con lo que se podra reducir la longitud de las secuencias QTLs
facilitando el conocimiento de los loci responsables de las caracteristicas estudiadas, en

nuestro caso resistencia a PPV.

Ademas, el objetivo de este capitulo ha sido la mejora de la eficiencia y
flexibilidad de la metodologia de desarrollo y andlisis de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) combinando RNA-Seq y la técnica SNPlex para el genotipado de
diferentes variedades de albaricoquero. Ademas, los SNPs disefiados son aplicados en
la caracterizacién molecular y estudio de relaciones y diversidad genética en
variedades de albaricoquero como aplicacion previa al mapeo genético de

poblaciones.
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3.2. Material vegetal

El material vegetal consistid bdsicamente en dos genotipos de albaricoquero
‘Rojo Pasion’ y ‘Z506-7" obtenidos del cruce entre el cultivar norteamericano ‘Orange
Red’ (genotipo resistente a PPV) y el cultivar espafiol ‘Currot’ (genotipo susceptible a
PPV) (Martinez-Gémez y col., 2000). Estos genotipos se ensayaron para los estudios de
SSRs y secunciacion masicva. El genotipo ‘Rojo Pasidn’ es autocompatible, floracion
temprana con frutos de tamafio medio y forma oblonga, piel amarilla con una intensa
mancha roja y una liminosa carne naranja caracterizada por su resistencia a PPV (Egea
y col., 2004). En cuanto a ‘Z506-7’, es también autocompatible, de floracion temprana
con un fruto similar al del cultivar ‘Rojo Pasidon’ pero caracterizado por su gran
susceptibilidad a PPV (Rubio y col., 2014). Ademas se uilizaron otras 13 variededs de
albaricoquero resistentes (‘Goldrich’, ‘Mirlo Blanco’, ‘Mirlo Anaranjado’, ‘Mirlo Rojo’,
‘Murciana’, ‘Orange Red’, ‘Rojo Pasion’, y ‘Valorange’) y susceptibles (‘Bergeron’,

Bulida’, ‘Currot’, ‘Mauricio’, y ‘Z5067’) a PPV en los ensayos de SNPlex.

3.3 Metodologia

El proceso de caracterizacion molecular de los diferentes genotipos consite en
la toma de muestras de hoja, extraccién y cuantificacidn previa del ADN, amplificacién
del ADN, y analisis del producto de PCR obtenido en secuecnador ABBI y geles de

agarosa Metaphor®.

3.3.1. Toma de muestras, extraccidon y cuantificacion del ADN

Las hojas para la extraccion del DNA se recolectaron en mayo de los brotes
m4ds sanos y jovenes, ya que esto nos garantiza una buena tasa de divisién celular
aumentando el rendimiento de la extraccion del ADN. La extraccion del DNA se
realizd segun el protocolo descrito por Doyle y Doyle (1987). Para ello, se utilizaron
aproximadamente 50 mg de hoja en polvo congelado, mezclandose con una
solucién de 750 ul de tampdn de extraccién CTAB a 65 2C y dejando incubar a la

misma temperatura durante 5 minutos. Posteriormente la solucién se mezclé con
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un volumen de 750 ul de cloroformo isoamilalcohol (24:1), centrifugando las

muestras a 12.000 rpm durante 10 minutos.

A continuacién se extrajo cuidadosamente la fase liquida superior y le
afiadimos 450 pl de isopropanol a -20 °C. Finalmente se centrifuga a 12.000 rpm
durante 5 minutos para recuperar el precipitado de ADN, que es lavado con 400 ul de
etanol al 70 % y resuspendido e incubado en 50 pl de TE con RNasa (10 pg/ml) a 37 °C.
La concentracion de DNA fue cuantificada mediante el espectrofotometro NanoDrop®
ND-1000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA) (230-280 nm) siendo cada muestra

diluida a la concentracién final de 30 ng/ul (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Espectrofotometro tipo Nanodrop utilizado para la cuantificacion del DNA
(izquierda) y curva patron dptima de DNA (derecha.)

3.3.2. Anadlisis de SSRs

El método de amplificacion fue mediante la reacciéon en cadena de la
polimerasa, conocida como PCR (polymerase chain reaction), técnica de biologia
molecular desarrollada en 1983 por Kary Mullis, utilizando para ello termocicladores
tipo Eppendorf.

El DNA total gendmico fue aislado mediante el procedimiento descrito por

Doyle y Doyle (1987).
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El DNA gendmico extraido del albaricoquero fue amplificado mediante PCR
usando 61 par de primers flanqueando los microsatelites previamente clonados vy
secuenciados en melocotonero (Cipriani y col., 1999; Sosinski y col., 2000; Aranzana y
col., 2002; Dirlewanger y col., 2002; Yamamoto y col., 2002), almendro (Testolin y col.,
2004; Howad y col., 2005), albaricoquero (Deroocq y col. 2003; Messina y col. 2004;
Soriano y col., 2012), cerezo (Downey and lezzoni, 2000; Cantini y col., 2001; Sosinski y

col., 2000) y ciruelo (Mnejja y col., 2004) (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Origen de los marcadores SSRs ensayados y polimorfismos obtenidos entre
los dos genotipos ensayados ‘Rojo Pasion’ (resistente a PPV) y ‘Z506-7’ (susceptible a
PPV).

SSRs Referencia Epecies N2 evalaudos SSRs Alelos Alelos
polymorficos detectados polimorficos
AMPA Hagen y col. (2002) Melocotonero 2 0 (0%) 4 0 (0%)
aprigms WWW.rosaceae.org Albaricoquero 1 1 (100%) 3 2 (66%)
BPPCT Dirlewangery col. (2002)  Melocotonero 4 3 (75%) 10 6 (60%)
CPPCT Aranzanay col. (2002) Melocotonero 8 1(12%) 14 2 (14%)
CPSCT Mnejja y col. (2004) Ciruelo 8 1(12%) 13 2 (15%)
EPDCU Howad y col. (2005) Almendro 5 2 (40%) 8 2 (25%)
EPPCU Howad y col. (2005) Almendro 7 1(14%) 11 1 (9%)
M Yamamoto y col. (2002) Melocotonero 2 1 (50%) 7 2 (28%)
MA Yamamoto y col. (2002) Melocotonero 3 0 (0%) 5 0 (0%)
Pac Decroocq y col. (2003) Albaricoquero 1 0 (0%) 2 0 (0%)
PceGA Downey and lezzoni (2000) Cerezo 1 1 (100%) 2 1 (50%)
pchcms Sosinski y col. (2000) Melocotonero 2 1 (50%) 4 2 (50%)
pchgms Sosinski y col. (2000) Melocotonero 3 1(33%) 6 3 (50%)
PGS Soriano y col. (2012) Albaricoquero 3 3 (100%) 7 4 (57%)
PMS Cantiniy col. (2001) Cerezo 1 0 (0%) 1 0 (0%)
Pr WWW.rosaceae.org Melocotonero 2 1 (50%) 6 2 (33%)
PS Sosinski y col. (2000) Cerezo 2 0 (0%) 3 0 (0%)
UDA Testolin y col. (2004) Almendro 2 0 (0%) 4 0 (0%)
UDAp Messina y col. (2004) Albaricoquero 1 1 (100%) 3 2 (66%)
uDP Cipriani y col. (1999) Melocotonero 3 1(33%) 5 2 (40%)
Total 61 19 (32%) 119 33 (28%)

Las reacciones de la PCR se realizaron en un volumen de 10 pl. La mezcla de

reaccion contenia 1x tampon de reaccién (BIOLINE, London, UK); 1.5 mM MgCl,; 0.4
um de primers F y R (el primer “forward” fue etiquetado con un fluorocromo); 0.05
mM de cada dNTP; 1 U de BIOTAQTM DNA Polimerasa (BIOLINE, London, UK); y 80 ng

de DNA gendmico.
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En la Tabla 3.2 se describen el protocolo de PCR llevado a cabo, asi como las

condiciones de amplificacion del DNA empleadas en los termocicladores.

Tabla 3.2. Protocolo (izquierda) y condiciones de PCR (derecha) empleadas en la
amplificacion de ADN

Reactivos Volumenes Fases TeC Tiempo (35 ciclos)
Agua 13,8ul Desnaturalizacion 95 2

Buffer 10x 2ul Desnaturalizacion 95 307

MgCl, (50mM) 0,4ul Anillamiento 51-60 307

dNTPs (10mM) 0,4ul Extension 72 120"

F (10mM) 0,4ul Extension 72 5’

R (10mM) 0,4ul Conservacion 4 oo

Tag polimerasa 0,1l

DNA (30ng/ul) 2,5

Total 20ul

Los parametros de la reaccion fueron los siguientes: un ciclo de 95 2C durante 1
min; 35 ciclos de 94 2C durante 15 sec, AT (temperatura de alineamiento) de 15 sec, y

72 °C durante 1 min; y un ciclo final de 72 C durante 2 min.

Las reacciones de la PCR se realizaron en GeneAmp® PCR System 2700 (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA), y los productos de amplificacion se analizaron
mediante el secuenciador ABI PRISM® 3130x| (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA).

La electroforesis capilar se llevéd a cabo en el secuenciador automatico ABI
Prism 3730 de 96 capilares (Hospital de Sant Orsola, Bolonia, Italia) (Figura 3.2)
mezclando las reacciones de PCR marcadas previamente con los cuatro fluorocromos
(VIC, FAM, NED vy PET) en la proporcién 1:1:1:2, diluyendo 4 pl del producto final con
5,8 pl de formamida y 0,2 pl de Liz (Gen Scan 500 LIZ-250) obteniendo un volumen

final de 10 ul de producto para analizar en el secuenciador.

Los fragmentos fueron evaluados usando el software Peak Scanner version 1.0.

El set de microsatélites fue organizado en grupos de marcadores con la misma
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temperatura de annealing y por diferencia de tamafio para intentar hacer lecturas

SHAID_AH bops SLAI_A1 bops

Figura 3.2. Secuenciador automdtico ABI Prism-3730 de 96 capilares y visualizacion de
fragmentos de DNA en el software Peak Scanner 1.0.

multiples de hasta 8 marcadores.

3.3.3. Extraccion de ARN, secuenciacion e identificacion de SNPs

El RNA total fue extraido usando RNeasy Plant Mini Kit® (Qiagen, Hilden,
Germany) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La calidad y cantidad del RNA
total de las muestras fue evaluado usando el espectrofotometro NanoDrop® 2000
(Thermo Scientific, Wilmington, EE.UU.) y normalizado a la misma concentracién (200
ng/ul). Posteriormente 5 pl de cada muestra fueron enviadas al Centro de Regulacién
Genodmica (CRG, Barcelona, Espaia) para la preparacion de las librerias y secuenciacién
del ARN. El ARNm fue obtenido usando Sera-mag® (Thermo Scientific, Wilmington,
EE.UU.). Las librerias de ADNc fueron preparadas de acuerdo con los protocolos de
[llumina. Fragmentos de alrededor de 300 pb fueron extraidos de geles de agarosa
previamente enriquecidos con PCRs de 16 ciclos. Finalmente las librerias de ADNc

fueron secuenciadas usando el secuenciador lllumina HiSeq2000 (100 PE, Paired end).

Previamente, para filtrar y eliminar las regiones de baja calidad se utilizé el
programa Fastx-Toolkit, una herramienta desarrollada por la empresa aScidea®. Las

lecturas o ‘reads’ de alta calidad que pasaron por el filtro fueron alineadas con P.
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persica genome v1.0 disponible en la base de datos de Rosaceae (GDR) (Verde y col.,
2013) usando Tophat 1.4.0 (Trapnell y col., 2009) y Bowtie 0.12.7 (Lindner y Friedel,
2012).

El analisis de las variaciones en los archivos de mapeo de las lecturas fue
realizado usando Samtools 0.1.18 (Li y col., 2009). Después del filtrado de SNPs se
obtuvieron diferencias de alta calidad con resultados de calidad superiores a 20 y en el

caso de los INDEL superiores a 50.

Se procederd a la secuenciacién masiva de 4 transcriptomas correspondientes a
los genotipos de albaricoquero ‘Rojo Pasién’ (resistente a PPV) y ‘Z506-7’ (susceptible a
PPV) control e inoculados. Asi pues tendriamos Transcriptoma 1: ‘Rojo Pasion’ control;
Transcriptoma 2: ‘Rojo Pasion’ inoculado con PPV y sin sintomas; Transcriptoma 3:
2506-7’ control y Transcriptoma 4: ‘Z506-7’ inoculado con PPV cogiendo muestras de
hojas que muestren sintomas. La idea es compara los transcriptomas con el genoma de
referencia del melocotonero (www.rosaceae.org) a la hora de identificar SNPs.

Se realizé la extraccién del RNA total mediante el kit Rneasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) siguiendo las indtrucciones del fabricante. A continuacién
se evalud la cantidad y calidad de las muestras mediante el espectrofotémetro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, EEUU) para obtener concentraciones
de 200 ng/microlitro en todas las muestras. De cada muestra se extrajeron 5
microlitros para ser enviados al Centro de Regulacién Gendmica de Barcelona para la
elaboracion de las librerias y la secuenciacion del RNA. La extraccion del mRNA se
realizén con el kit Sera-mag (Thermo Scientific, Wilmington, EEUU) y la elaboracién de
las librerias en base al protocolo de lllumina. Tras 16 ciclos de PCR para enriquecer las
muestras se extrajeron fragmentos de 300 pb a partir de su separacidn en geles de
agarosa. Las librerias fueron secuenciadas con el secuenciados Illumina HiSeq2000

(100 PE, Paired end).

Las lecturas obtenidas fueron filtradas para eliminar las regiones con baja
calidad mediante el programa Fastx-Toolkit desarrollado por aScidea. Las lecturas de
alta calidad fueron alineadas en el genoma de referencia del melocotonero (P. persica
genome v1.0) mediante el programa Tophat 1.4.0 (Trapnell y col.,, 2009) y Bowtie
0.12.7 (Lindner y Friedel, 2012).
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3.3.4. Identificacion de SNPs, disefio de cebadores y genotipado de SNPs mediante

SNPlex.

Las lecturas en formato BAM obtenidas después del RNA-Seq fueron
organizadas en 7 librerias diferentes (4 procedentes de ‘Rojo Pasion’ y 3 de ‘Z506-7')
qgue han sido procesadas por SAMtools (samtools.sourceforge.net) con el fin de
mostrar su alineamiento con el genoma del melocotonero (Lindner y Friedel, 2012).
Las variantes de alta calidad se obtuvieron tras el filtrado de los SNPs con

puntuaciones de calidad > 20 y con valores INDEL > 50.

La informacion de estas librerias de ‘Rojo Pasién’ y ‘Z506-7’ ha sido usada para
recuperar las secuencias circundantes a los SNPs procedentes de los datos de re-
secuenciacion, llevando a cabo una seleccién manual de las mismas para mejorar la
caracterizacion del genoma del albaricoquero. El consenso de secuencias fue obtenido
mediante Lasergene SegMan Pro (DNAstar, Madison WI, EE.UU.) y BLASTed
comparando con el genoma del melocotonero
(http://www.rosaceae.org/tools/ncbi_blast) para seleccionar sélo aquellos SNPs que

eran Unicos en el genoma del Prunus.

Cada secuencia flanqueante ha sido también visualizada en Gbrowse,
herramienta disponible en la web de Phytozome (http://www.phytozome.net/cgi-
bin/gbrowse/peach/) para recuperar informacion sobre las anotaciones del
transcriptoma y excluir todas las secuencias con dominios repetidos (LTR finder,
Repeats consensus, RepBase, Repeat prediction). Las regiones de ‘Target sequence’ de
alrededor de 200 pb fueron seleccionadas para reducir la posibilidad de la presencia de
intrones desconocidos en las secuencias seleccionadas y maximizar la posibilidad de

obtener polimorfismos de SNP.

El DNA gendémico fue extraido de brotes de hojas jévenes usando el protocolo
con CTAB descrito por Doyle y Doyle (1987) y cuantificado mediante el
espectrofotémetro NanoDrop® 2000. El genotipado fue realizado mediante tecnologia
DNA Mass Array (Jurinke y col.,, 2002) usando la plataforma Sequenom (Gabriel y
Ziaugra, 2004). Tres SNPlex independientes de 36, 34 y 31 SNPs fueron disefiadas por
el software Mass ARRAY Assay Design 3.1 (disponible en la plataforma Sequenom) lo

que supuso el andlisis de 101 SNPs de los 136 disefiados.
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La lectura y deteccién de los polimorfismos amplificados en la plataforma del
SEQUENOM (Figura 3.3) fue llevada a cabo mediante la técnica de espectrometria de
masas (MALDI-TOF), la cual identifica el SNP por diferencia de masas. Se trata de una
técnica de analisis cualitativo a partir de la cual podemos distinguir polimorfismos de
una sola base (A, T, C y G) por diferencia de masas en las muestras previamente

amplificadas (Gabriel y col., 2009).

Debemos de tener en cuenta que la espectrometria de masas tiene muy poco en
comun con las técnicas clasicas de espectrofotometria, ya que no se trata de un método
espectroscépico. En la espectrometria de masas no se utiliza ningun tipo de radiacion, por
lo que basicamente no puede ser considerada como una técnica espectroscopica.

A diferencia de las espectroscopias clasicas, en la espectrometria de masas
durante la obtencidon del espectro tienen lugar procesos quimicos, con lo que la
muestra utilizada se destruye y no puede recuperarse; este hecho no es un
inconveniente grave, ya que la cantidad de muestra necesaria para la obtencién de un

espectro de masas es pequeiiisima (del orden del ug).
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reaccion de extension IPLEX (Gabriel y col., 2009).
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3.4. Resultados y discusion

3.4.1. Andlisis de SSRs

Aplicamos 61 marcadores SSR a los genotipos resistente ‘Rojo Pasidn’ vy

susceptible ‘Z506-7’. Se detecté que 19 (32%) de los marcadores SSR eran

polimdrficos. Ademas, de los 122 alelos SSR identificados, solo 22 (18%) resultd ser

polimérfico (Tabla 3.2; Figura 3.4).
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Figura 3.4. Representacion esquemadtica de los 61 marcadores SSRensayados en los 4
grupos de ligamiento (G) de los genotipos de albaricoquero ‘Rojo Pasion’ (resistente a
PPV PPV)y ‘Z506-7’ (Z, susceptible a PPV) indicando las 3 principales regiones donde se
ha descrito la resistencia a PPV en albaricoquero. Las cajas con diferente color indican
las regiones con SSR polimdrficos. Se han subrayado los SSRs descritos loigados a la
resistencia a PPV en albaricqoero. También en verde se indican los SNPs polimdrifocs

identificados en las regiones de interés.
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En las regiones clave del LG1, LG3 y LG5 descritas como candidatas para la
resistencia a PPV, estos marcadores han resultado ser polimérficos (Figural). Estas
regiones fueron descritas como responsables putativos de la resistencia a PPV en
albaricoquero por distintos autores, entre estas regiones se incluyd la regién PPVres del
pseudocromosoma 1, posiciones 8.050.804-8.244.925 (SSRs polimérficos PGS1.21,
PGS1.23 y PGS1.24) y posiciones 8.244.926-8.409.341 (SSR polimérfico CPPCT027) y
otra en el pseudocromososma 5, entre las posiciones 12665818-14489483(SSRs
polimdrficos pchgms4 and EPPCU4658).

Es interesante destacar que los SSRs asociados a QTL relacionados con la
resistencia a PPV descritos por diferentes autores eran polimérficos en los genotipos
resistente y susceptible, PGS1.21, PGS1.23 y PGS1.24 (Soriano y col., 2012) y P)chgms4 y
EPPCU4658 (Lambert y col., 2007). Ademas, el genotipo resistente ‘Rojo Pasién’ tenia
el alelo SSR de 226 pb del marcador PGS1.21 (Informacién suplementaria Tabla S1)

usado para la seleccion asistida de marcadores (MAS) por Rubio y col. (2014).

Por otro lado, estos resultados dan una idea sobre las diferencias gendmicas
encontradas en los dos genotipos ensayados, gracias a que las diferencias gendmicas
gue aportan los marcadores SSR son mayores que las diferencias fenotipicas donde se
estudian caracteristicas pomoldgicas y fenomenoldgicas. La conexién entre el fenotipo
(conjunto de caracteristicas observables) y el genotipo parece ser un camino complejo
debido a diferentes factores como los cambios de expresidn génica o la influencia

ambiental (Bertin y col. 2010; Martinez-Gémez y col., 2012).

Los niveles de heterocigosidad observados en los descendientes de cruces entre
el genotipo espainol ‘Currot’ (susceptible a PPV) y el genotipo norteamericano ‘Orange
Red’ (resistente a PPV) también confirmaron su adecuada utilizacién en los programas
de mejora de germoplasma europeos, incrementando la variabilidad genética de los
genotipos locales como indicé Sanchez-Pérez y col. (2006). El uso de genotipos
norteamericanos puede aumentar la heterocigosidad de los programas de

cruzamientos de los albaricoqueros espafioles.
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3.4.2. Andlisis de SNPs

Las lecturas limpias RNA-Seq que se obtuvieron en los cuatro tratamientos
fueron usadas para identificacion de polimorfismos de un Unico nucledtido, SNP (Single
nucleotide polymorphism), y para detectar inserciones/delecciones (INDEL) en las
regiones transcritas mediante el uso del genoma de referencia del melocotonero. Se
identificaron un total de 283.057 y 293.565 variantes en las regiones transcritas
(exones) en las variedades ‘Rojo Pasion’ y ‘Z506-7’ respectivamente, de las que
277.792 y 287.626 fueron SNPs (98%) y 5.266 y 5.939 INDELs (2%) respectivamente. La
densidad de SNP fue de un SNP por 1.0 kb. La mayor densidad de SNPs se encontré en
el pseudocromosoma 1, con 63.140 y 65.402 SNPs identificados en ‘Rojo Pasién’ y
2506-7" respectivamente, seguido por el pseudocromosoma 6 y 4, con mas de 30.000
SNPs identificados en cada pseudocromosoma en los dos genotipos ensayados (Tabla

3.3; Figura 3.4).

Tabla 3.3. Numero total de SNPs y de inserciones/delecciones (INDEL) identificadas
usando RNA-Seq en los dos albaricoqueros ensayados ‘Rojo Pasion’ (resistente a PPV) y
‘Z506-7’ (susceptible a PPV). Numero de SNPs identificados en las tres regions descritas
como responsables de la Resistencia a PPV en albaricoquero.

‘Rojo ‘2506-7’ ‘Rojo Pasion’
Pasion’ vs. ‘2506-7’
Total SNPs 283.057 293.565 -
Regidn | (PPVres) (194,804 bp)
(scaffolld 1: 8,050,804 to 8,244,925) 325 289 90
Region 1l (4,164,415 bp)
(scaffolld 1: 8,244,926 to 12,409,341) 5.670 6.278 -
Region 11 (1,823,665 bp)
(scaffolld 5: 12,665,818 to 3.411 5.561 --
14,489,483
INDELs 5.266 5.939 --
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También se hemos identificado 124 SNP especificos del genotipo resistente
‘Rojo Pasién’ en la region PPVres del pseudromosoma 1 (region de 194 kb) (Tabla 3.3;

Figura 3.5).

j i i : Rojo :
Rojo  7506.7 Rojo  7506.7 Roio  z506.7 Roie  z506.7 p_. o Z506-7

Pasion Pasion Pasion Pasion
8050076  BOS52480 2079220 | BOB09LS 8058885  £102192 B128757  B141580 8151590 8211104
8050105 & 8052482 8079246 8081232 8099056 = 8102205 8128852 8141581 B151664 | 8211389
8050826 8052768 2079397 | B081294 8050641 8102499 8129061 g143201  G205868  B211678
8051546 8052785 8079589 8081328 8099660 8102700 8129201 8143205  oooooi2  B211897
8052480 8053155 8080435 8081356 8009699 8102722  B120437  B143337 :ig:ﬁ: :gig:g
8052482 8053174 8080825 2081409 2099722 8104202 8129750 8149224 8205227 8312445
ED53010 = BOS53284 8080840 | BOB1574 8099764 | 8104934 8129857  B149678 208380 | A21251%
8053155 | 2053313 E0E0853  BOB1514 8099833 8105043 8130341  B149702 ~oncs3e | Ba2e0s
8053174 | 8054379 2080915 B0B1634 8100435 8105320 8130525  B150116 220ee79 | E212655
BO53284 | 8054389 8081232 | 80B1707 8100504 8105401 B130597  BISE4D  gonapng  gai7esr
B053313 | 8054463 8081294 | 8082869 8100528 | 8106286  B131100 | B13643  gopgpag  gaa712
E0S4389 | 8054703 8081328 | BOB2970 2100805 B106483 8131267 = 8157030 8208491 8212855
8054463 8054704 20B1356 8082995 8100832 8106489 8131618 B157303 8208634 8712850
8054703 8054842 E081409 | 8084217 8100500 8106862 8131684  BISTELS  gopssen 8213138
8054704 8054823 8081455 8084702 8100920 8106879 8131699 8157918 8208738 8213180
B055102 | 8055102 8081574  B0BATA2 8101006 8106340 8131852 8158031  aa08773 8213497
P B101042  B10T037 B131876  B159427 7 B213743
8055126 | 8055126 8081614 8085444 820386
8081634  BOB5447 28101090 8107092 B131910 = 8159788 B200745 8213928
8055348 | 8055187 o 8102205 8114360  B132149 8159857  @209772 8213971
8055398  E055428 2082570 | B092685 8102634 8114361 8132241  B160172 8209806 8213976
E055525  BOS547E 8082995 | 8092708 8102718 B116148 8132357  B160384 8210832  B214385
2055490 | 8055490 2088217 | 8092842 8102722 8115239 8132940  B160438 8210893  B214707
B055578 = B055578 8084702 | 8092981 8102959  B116325 8133035 = 8205021 8211029 8214814
8059013 8059013 2085508 9093006 8104338  B115353 2133146 B205354 B211104  B214375
B059158 8059158 P 8093026 8104404 B116427 B133162 B205604 B2113E9 B21485%%
8059233 8059233 soe27os | 5093000 8105272  B116434 8133375 8205614 8211501  £214923
8059240 = 8059240 5092838 | 93085 8105275 8118519 8133900 2205368 8211857 8215182
8059288 8059295 2092025 | 8098155 8105320  B116533 8133901 5205872 8111336  E215224
8059296 8059306 a0o2528 | 8054548 8105350  B122718 8134561 8206025 8211952 = 8215289
8059306 8059572 3105401  B122743 8134610 8206175 212116 8215350
8059383  BO61375 8052981 | 8033452 B106483  B125019  §134882 8206227 0212800 B21sads

8093006 8095470
8093045 8057517
8093095 8052342

B212445  B215475
8212513 B215587
B212613 = B215623

8106513  B125030 B135090 = 8206280
8106833  B12B556 8135431 2206336
B106879 | B12B560 B141536 5206491

8055410 8061444
B05S9572 8062485
B8059623 BOB2700

E09 8212712 B215661

2059775 052774 5222 | so0sg3s2 8106330  BI30453 8141601  H206499
8095290 | 8098375 8212855  B215668

2060836 8063320 106977 8131862 8141645 8208379
8095447 | 8098884 8212869 8215749

8061033 | 8063615 8107037 8131876 8142217  B208428
206 8005452 | 8098385 gyya35p 8131910 8142226 B20BARL onin ooy
2485 | 8063672 8095470 | 8089722 8213180 8215814

B112361  B132724 B143337 B208634

8062703 8063708 2099 8213487 8215358

B062771  BO77459 S e 8114507 = 8133035 8143408 = 8208640  g3y37:35  g216211

8062902 77 B035611 | 8099899 8115154 8133063 8148375 8208722 8213743  B216307
8077638 8095647 8100435

8115199 B133064 B148338 BX0ET3E B213928 B216382
8116075 8133145 B149091 8208773 B213571 8215400
B116148  B133162 B149675 B209772 8213976 B218471
8116239  B134561 2149747 8210666 B2143B5 8215481

8063344  BO77719 2097224 | 8100504
8063575  BO77847 8007242 = B100528
E053615  BO7EEIS £097511 8100205

8063672 BO79220 8097517 | 8100832 8116325 B134583 8149762 8210711  g214707  E216607
8063708 | BO79246 8097536 = 8100900 8116353 8134610 §148910  E210832 8214814 B216613
BO77638 = BO79397 8097545 | B100920 2116454  B135402 8149918 8210893 8214875  B216667
8077647  BO79589 8098342 2100977 8116519 8135514 8150116 = 8211029 8214899  B216850
8077715 = 8080825 8098362 | 8101006 8116533 8135545 8151590 8211104 8214923  B218353
8077910  BOB0B40 8098375 8101058 8128708 8135591 8151664 5211389 8215182  B216939

Figura 3.5. Listado de SNPs (en negro) idenficados en ‘Rojo Pasion’y no en Z5067’.
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En otras especies de Prunus, Koepke y col. (2012) identificaron 2.243 SNPs en
cerezo mediante el uso de RNA-Seqg. Ademas, Wang y col. (2013) identificaron 9.587
SNPs diferentes, la mayoria no caracterizados previamente, analizando diferentes
genotipos de melocotonero mediante RNA-Seq. Por otro lado, la frecuencia de SNPs en
las secuencias de DNA gendmico es muy superior a las observadas en las regiones
transcritas. Aranzana y col. (2012) identificaron una media de un SNP cada 598 pb en
Prunus, siendo esta variabilidad superior en las regiones no codificantes (un SNP cada
390 pb no codificantes) que en las regiones codificantes (un SNP cada 1.850 pb

codificantes).

Uno de los 124 SNPs diferentes identificados en el genotipo resistente ‘Rojo
Pasidon’ en la posicion 8.232.989 del genoma de referencia del melocotonero esta en
consonancia con los SNPs identificados en esta regidén por Zuriagay col. (2013) tras la
secuenciacion complete del genoma de nueve genotipos de albaricoquero resistentes y
susceptibles, aunque ninguno ni ‘Orange Red’ ni ‘Currot’ fueron incluidos en estos
nueve genotipos. A lo anterior hay que afiadir los siete SNPs que se identificaron en
‘Rojo Pasién’ con un solo pb diferente respecto a los datos de Zuriaga y col. (2013) en
las posiciones 8080435; 8081455; 8097511, 8099699, 8106977, 8115154 and 8133375.
Ademads, algunos de estos 124 SNPs especificos coinciden con los dos SNPs
identificados en las posiciones 8156254 y 8157485 del genotipo resistente ‘Lito’ usado

para MAS de la resistencia a PPV por Decroocq y col. (2014)

3.4.3. Anadlisis de SNPlex

Los 95 SNPs polimorficos fueron utilizados para el andlisis de la diversidad genética
de 37 genotipos de albaricoquero. La heterocigosidad observada en estos cultivares oscild
entre 0,19 de ‘Yamagata3’ y 0,95 de ‘Rojo Pasion’ (sélo 5 marcadores desarrollados en
‘Z506-7’ fueron monomorficos en esta variedad), valores que llegarian a 1 si sdlo
tuviéramos en cuenta los marcadores procedentes de ‘Rojo Pasién’ (Figura 3.6).

Como era de esperar, el alto nivel de heterocigosidad de ‘Rojo Pasion’ se debid

a que la mayoria de marcadores fueron desarrollados a partir de transcriptomas

resecuenciados de esta variedad (79 de los 95 validados). Por esta misma razén los
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niveles de heterocigosidad de varios cultivares (‘Yamagata 3’, ‘Bergeron’, ‘Harcot' y
‘Kioto’) fueron mas bajos que los observados en variedades relacionadas con 'Rojo

Pasion' (‘Mirlo Anaranjado’, ‘Valorange’, ‘Murciana'y ‘Mirlo Blanco’).

Estos resultados coinciden con otros trabajos descritos en cultivares de
albaricoquero utilizando marcadores SSRs (Sanchez-Pérez y col., 2006). Estos autores
observaron un rango de heterocigosidad de 0,24 a 0,65 en los parentales usados en los
programas de mejora, asi como el aumento de la heterocigosidad en el caso de los

descendientes procedentes de los cruces complementarios.
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Bergeron CcC GG GG GG AA CcC CC GG AA
Bulida TC TT aT GA GG CcT CC GG GG
Currot TT TT TT AA GG CT CC GT GG
Mauricio TC TT aT GA GG CcC CC GG GG
Z50607 TT TT TT AA GG CcT cC GT GG

Figura 3.6. Polimorfismo obtenido en la aplicacion de SNPlex en diferentes variedades de
albaricoquero susceptibles (en verde) y resistentes (en rojo) al PPV dentro del Scaffold 1y
colindando con la regidn del PPVres.
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Los resultados obtenidos revelan que estudios futuros podemos focalizarlos en
la busqueda de genes candidatos de la resistencia a PPV en otro locus diferente al de
PPVres, sobre todo en los grupos de ligamiento (LG) 1y 5. Hemos de resaltar que como
hemos sefialado anteriormente, un buen nimero de autores localizan diferentes QTLs

de resistencia a PPV en estos grupos.

Por tanto, el LG 1 se perfila como uno de los mas importantes en lo que
respecta a la resistencia al PPV en albaricoquero y en otras especies del género Prunus.
Otra posibilidad para avanzar en este sentido puede derivarse de la secuenciaciéon del
genoma completo del melocotonero [Prunus persica (L.), Batsch] llevada a cabo por

International Peach Genome Initiative (IPGI) (www.rosaceae.org/peach/genome) de

cara a buscar otros SNPs.

3.5. Conclusiones

I. A partir de los resultados obtenidos, podemos considerar el trabajo de
mapeo genético realizado con marcadores tipo SSRs como preliminar, ya que
no se trata de mapas muy saturados. Sin embargo, el fenotipado de 3 afios y
el hecho de que muchos marcadores mapeados sean polimérficos en ambos

parentales le da mayor robustez y relevancia a los QTLs detectados.

Il. Los resultados obtenidos muestran sin lugar a dudas la gran influencia del LG 1

en la resistencia al PPV en albaricoquero en el locus denominado PPVres.

lll. Estos datos nos ayudan a enfocar estudios dirigidos hacia zonas mas
concretas del genoma en la busqueda de QTLs que controlen un mayor
porcentaje de la variacién del cardcter, saturando otras zonas de interés
fuera del PPVres y disefiando marcadores especificos que nos aporten
informacién de la expresion fenotipica de determinados caracteres en cada

uno de los descendientes de una poblacién.
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IV. A partir de los resultados del analisis de variaciones de secuencia de nucledtidos
(Single nucleotide polymorphims, SNPs) en el genoma de albaricoquero basado en
la secuenciaciéon de alto rendimiento de RNA (RNA-Seq), y combinando la técnica
SNPlex para el genotipado de SNPs, fueron utilizados 101 SNPs organizados en 3
SNPlex para su aplicacién en el analisis de diversidad genética y mapeo genético en

albaricoquero.

V. Este enfoque proporciona alta flexibilidad, reproducibilidad y precisién en los
ensayos, lo que nos hace considerar la secuenciacion de RNA como una forma
eficiente para generar marcadores moleculares de alta calidad en albaricoquero,
suponiendo una herramienta solida para detectar diversidad de nucledtidos en

regiones codificantes del genoma.

VI. El uso de regiones codificantes de DNA para el desarrollo de SNPs a partir
del RNA-Seq representa una ventaja adicional en el conocimiento de la
expresion de la resistencia a PPV en albaricoquero, ya que las funciones de
muchos de los genes identificados en el genoma del melocotonero son a

menudo conocidas.
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4. ANALISIS DE EXPRESION GENICA

4.1. Introduccion y Objetivos

Los estudios iniciales en el transcriptoma de Prunus se orientaron al desarrollo y
alineamiento de ESTs (Expressed sequence tags) y al andlisis de los genes candidatos en
melocotonero (Yamamoto y col., 2002), albaricoquero (Decroocq y col. 2003; Grimplet
y col. 2005) y almendro (Jiang y Ma 2003). Actualmente la base de datos del genoma
Rosaceae (GDR) contiene mas de 100.000 ESTs de distintas especies de Prunus
(principalmente melocotonero) (Jung y col., 2004; 2008; 2009; Horn y col., 2005;
Cabrera y col., 2009). Otra aproximacién posterior fue la de la hibridaciéon de mRNAs
mediante las técnicas de cDNA-AFLP. Posteriormente se han desarrollado técnicas de
analisis masivo de genes. La primera de las cuales fue el desarrollo del microarray,
chips con unos miles de secuencias conocidas. Durante los Ultimos afios, sin embargo,
las llamadas metodologias de alto rendimiento (“high-throughput”) para Ia
secuenciacion del DNA (DNA-Seq, en 2005) y cDNA proveniente del ARN (RNA-Seq, en
2008), estan causando una revolucién en la investigacion bioldgica. Ademas, la tercera
generacion de estos ultra secuenciadores pretende ser capaz de determinar la
composicion de bases de ADN de una sola célula. Todos estos proyectos de
secuenciacion han permitido generar unos 6.000 SNPs, que representados en el
genoma de Prunus suponen una frecuencia de 0,007 SNPs/100bp (Meneses y col.,
2007, http://www.rosaceae.org) (Jung y col., 2004; 2009). También se dispone de bases
de datos con analisis de expresion cuantitativa de colecciones de ESTs de diferentes
tejidos, genotipos y estados de desarrollo clasificados de acuerdo con el programa
Gene Ontology (GO) (Vendramin y col., 2007; Lazzariy col., 2008).

En estos momentos disponemos de informacién precisa sobre la constitucion
de DNA o RNA de una planta sin necesidad de un clonaje previo. Las nuevas tecnologia
de secuenciacién estdn generando una enorme cantidad de datos cuyo manejo y
almacenamiento son posibles mediante un desarrollo similar de los medios
informaticos (Martinez-Gédmez y col., 2011). Posteriormente los trabajos de andlisis
masivo han continuado mediante la denominada busqueda in silico utilizando
avanzadas herramientas bioinformaticas para analizar los datos de las bases de datos

existentes. También se dispone de bases de datos con analisis de expresion cuantitativa
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de colecciones de ESTs de diferentes tejidos, genotipos y estados de desarrollo

clasificados de acuerdo con el programa Gene Ontology (GO) (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Principales aproximaciones al andlisis transcriptomico en frutales del género

Prunus.

Aino Base molecular Datos generados
Analisis de genes 1998 Secuenciacién de Entre 5y 30 genes por
candidatos (CGs) mMmRNA ensayo
Identificacion de 2002 Secuenciacion de Alrededor de 100,000
Expressed sequence mRNA e introduccién identificados
tags (ESTs) en bases de datos diferentes bases de
datos
cDNA-AFLP 2006 Hibridacién de Entre 5y 30 genes por
secuencias de RNAy eshayo
posterior
secuenciacion
Microarray 2006 Hibridacion de Entre 2,000y 10,000
secuencias de RNA en genes por ensayo
chips con secuencias (chip)
conocidas
Secuenciaciéon masiva 2010 Ultra-secuenciacion Cientos de millones
(RNA-Seq) de RNA de lecturas por
ensayo
Busqueda In silico de 2012 Busqueda y andlisis de Miles o cientos de

secuencias de mRNA
en bases de datos

genes o Expressed
sequence tags (ESTs)

genes por ensayo

En estos momentos podriamos pues hablar de una nueva “era” en los estudios
sobre la genética de los frutales del género Prunus (albaricoquero, almendro,
melocotonero, ciruelo, etc.) y su aplicacion en el desarrollo de nuevas variedades
dentro de los distintos Programas de Mejora Genética. En este nuevo contexto (post-
gendmico) se presentan una serie de nuevos desafios bioldgicos y oportunidades en la
aplicacién de toda la gama de las ciencias dmicas como la transcriptémica, en el
desarrollo de estrategias eficaces de seleccidn asistida por marcadores en Prunus. Estas
oportunidades son de especial interés en el caso de Prunus, donde el conocimiento de
la asociacidn entre genes y caracteres agronémicos es bastante limitado. En este
contexto, se ha puesto en marcha un laboratorio de analisis transcriptomico de frutales

de hueso dentro del Grupo de Mejora Genética de Frutales del CEBAS-CSIC de Murcia
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(Figura 4.1). Este laboratorio tiene como objetivo el analisis transcriptémico en frutales
del género Prunus y el desarrollo de aplicaciones a los programas de mejora. Estd
dedicado a los trabajos de extraccién del RNA para su posterior envio a los diferentes
servicios de secuenciacion masiva tanto de mRNA como de miRNA existentes en
Espafia y Europa; ademas del analisis bioinformatico de los datos obtenidos mediante

secuenciacion y la validaciéon de los datos obtenidos mediante RT-PCR cuantitativa

(gPCR) o semicuantitativa (RT-PCR) ensayando los genes de interés uno a uno.

Figura 4.1. Laboratorio de andlisis transcriptomico del Grupo de Mejora Genética de
Frutales del CEBAS-CSIC de Murcia: 1. Placas PCR; 2. Puntas de pipeta con filtro; 3. Kits
de extraccion de ARN y amplificacion mediante qPCR; 4. Reactivos; 5. Tubos Eppendrof;

6. Termociclador convencional PCR semicuantiativa; 7. Micropipetas; 8. Vortex; 9.
Nanodrop; 10. Minifuga; 11. Biofotometro; 12. Termociclador PCR cuantitativa (QPCR);
13 Centrifuga; 14. Ultracentrifuga refrigerada..

En el caso de especies del género Prunus, la secuenciacion del transcriptoma
(RNA-Seq) ha sido aplicada en melocotonero para facilitar y aislar genes que controlan
diferentes caracteres agrondmicos del arbol y el fruto (Wang vy col., 2013; Chen y col,,

2014; Sanhueza y col.,, 2015). También se ha utilizado para estudiar los genes
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implicados en la patogénesis de Xanthomonas arboricola (Socquet-Juglard y col., 2013)
o Lasiodiplodia theobromae (Gao y col., 2016) en melocotonero. En otras especies,
esta tecnologia ha sido utilizada en el andlisis de expresién génica de la dormancia de
la yema en albaricoquero japonés (Zhong y col., 2013), el desarrollo del fruto (Alkio y
col., 2014) y calidad del fruto (Wei y col., 2015) en cerezo dulce, o la resistencia al frio

en almendro (Mousavi y col., 2014).

El RNA-Seq esta sirviendo también para identificar SNPs en estas regiones
exdmicas y en muchos casos en genes que han sido anotados en el genoma de
referencia del melocotonero que como hemos comentado en el futuro se pueden
asociar a caracteres agronoémicos de interés mediante andlisis de QTLs (Quantitave
trait loci) y MTLs (Mendelian trait loci) (Salazar y col. 2014). Entre las especies
secuenciadas se encuentra el melocotonero la cual sirve de genoma de referencia de
los estudios genéticos donde comparamos la expresidn diferencial entre una situacién
normal y otra atipica, como una enfermedad, y de este modo podemos conocer los
genes que participan en el proceso de defensa, por ejemplo. En Prunus, se estima la
existencia de 27.852 genes que son responsables de las distintas caracteristicas. La
secuenciacion del genoma completo del melocotdn representa el principal hito de la
era de la gendmica en especies de Prunus. En 2010 se publicé en la red la primera
secuencia completa de un genoma de Prunus, proveniente de un genotipo de
melocotonero (www.rosaceae.org) (Verde y col., 2013). Esta informacidon permite
localizar en estos genomas de referencia los genes expresados, lo que puede ser mas
importante que los QTLs y MTLs desarrollados mediante la genética clasica de
ligamiento que son en estos momentos la fuente mas extensa de informacion sobre la

gendmica funcional de estas especies arboreas.

Finalmente, como marcadores para seleccidn asistida estas técnicas de andlisis
del ARN estan en proceso de desarrollo con un gran potencial pero con una aplicacién
actual muy reducida en comparacion con los marcadores de DNA. Un ejemplo reciente
de aplicacién de técnicas de qPCR para el andlisis de la expresion de un cardcter como
la época de floracion en almendro ha sido presentado por Prudencio y col. (2016). El
almendro florece como respuesta a una pauta establecida de bajas y altas

temperaturas después de la ruptura del letargo invernal. Estas necesidades de frio y
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calor garantizan que en cada zona la floracion tendrd lugar en un momento favorable
para la polinizacion. Prudencio y col. (2016) han ensayado en yemas de flor la
expresién de varios genes en dos variedades de almendro, una de floracién tardia
(‘Penta’) y otra de floracién temprana (‘Desmayo Largueta’), durante 10 fechas
diferentes antes y después de la salida del letargo. Después del letargo de las yemas la
induccion en la expresién de algunos genes se reduce drasticamente. Estos resultados
ponen de manifiesto el papel de estos genes en el mantenimiento de la dormancia y el
uso potencial de un marcador mediante la aplicacién de la gPCR para detectar la salida

del letargo en la especie almendro.

Estudios mas recientes basados en el andlisis de la secuenciacidon masiva de alta
resolucion (RNA-Seq) para el estudio de la resistencia al PPV se han realizado en otras
especies, entre las que se encuentra la variedad hipersensible de ciruelo japonés “Jojo”
(Prunusdomestica L.)(Rodamilans y col., 2014), y del andlisis de la interaccién de

melocotonero-PPV [P. pérsica (L.) Batsch] (Rubio y col., 2015).

Rodamilans y col. (2014) identificaron mediante RNA-Seq 3.020 genes
expresados diferencialmente tras la inoculacién del ciruelo resistente “Jojo”, que
mostraba una respuesta de hipersensibilidad, de los que 154 fueron caracterizados
como genes potenciales de resistencia, de los que 10 estaban incluidos en el tipo NBS-
LRR En melocotonero se han descrito 1.554 genes expresados diferencialmente tras
analizar las hojas de melocotonero GF-305 que habia sido inoculado previamente

(Rubio y col. 2015).

La infeccion temprana sin sintomas de la hoja de melocotonero se asocia con la
induccion de genes relacionados con la resistencia a patégenos como los genes de la
ruta del acido jasmoénico, los genes de proteinas resistencia, quitinasas, asi como
proteianas Lys-M. En cambio, cuando el virus estd instalado se detectd Ila
sobreexpresion de los genes de la proteina Dicer 2a que podrian representar una

respuesta de supresion del silenciamiento por las proteinas viricas HCPro y P1.

El objetivo de este trabajo ha sido la mejora de el analisis de la expresion
génica de la resistencia/susceptibilidad a PPV en albaricoquero suando técnicas

de secuenciacion masiva del mRNA (RNA-Seq). En este capitulo de la Tesis Doctoral
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analizaremos los cambios de expresidn génica en las hojas de albaricoquero resistente
(“Rojo Pasion”) y susceptible (“Z506-7") en respuesta a la infeccion por PPV mediante

el uso de la técnica de secuenciacién masiva lllumina (RNA-Seq).

4.2. Material vegetal

El material vegetal utilizado en los ensayos de andlisis de la expresién génica
proviene de dos genotipos de albaricoquero con caracteristicas fenotipicas muy
similares (autocompatibles, floracién temprana, piel amarilla con chapa roja y carne
anaranjada) pero con diferencia en su susceptibilidad a la sharka, ‘Rojo Pasién’
(resistente) y ‘Z506-7" (susceptible), ambos proceden del cruce entre la variedad norte
americana ‘Orange Red’ (resistente, R) y la variedad espafola ‘Currot’(susceptible, S)

(Figura 4.2).

x[ X |

‘Currot’ (S)

A

Figura 4.2. Material vegetal utilizado en los esnayos de expresion génica.
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Estas variedades ensyadas ‘Rojo Pasion’ y ‘Z506-7’ fueron injertadas en
patrones ‘Real Fino’ cultivados en maceta, en un invernadero de condiciones
controladas a prueba de insectos. En cuanto a ‘Z506-7, es también
autocompatible, de floracién temprana con un fruto similar al del cultivar ‘Rojo
Pasidn’ pero caracterizado por su gran susceptibilidad a PPV (Rubio y col., 2014).
Por ultimo afadir que los semilleros utilizados como patréon pertenecian al

cultivar ‘Real Fino’.

juocneqo

Figura 4.3. Esquema del disefio experimental experimental.

4.3. Metodologia

Se procederad a la secuenciacién masiva de 4 transcriptomas correspondientes a
los genotipos de albaricoquero ‘Rojo Pasién’ (resistente a PPV) y ‘Z506-7’ (susceptible a

PPV) control e inoculados. Asi pues tendriamos Transcriptoma 1: ‘Rojo Pasién’ control;
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Transcriptoma 2: ‘Rojo Pasidn’ inoculado con PPV y sin sintomas; Transcriptoma 3:
Z2506-7’ control y Transcriptoma 4: ‘Z506-7’ inoculado con PPV cogiendo muestras de
hojas que muestren sintomas. La idea es compara los transcriptomas entre si
realizando 4 comparaciones diferentes (ver figura adjunta donde se indican los

transcriptomas a analizar) (Figura 4.3).

4.3.1. Extraccion y secuenciacion RNA

Se realizd la extraccion del RNA total mediante el kit Rneasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) siguiendo las introducciones del fabricante. A continuacién
se evalud la cantidad y calidad de las muestras mediante el espectrofotémetro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, EEUU) para obtener concentraciones
de 200 ng/microlitro en todas las muestras. De cada muestra se extrajeron 5
microlitros para ser enviados al Centro de Regulacion Gendmica de Barcelona para la
elaboracion de las librerias y la secuenciacion del RNA. La extraccion del mRNA se
realizd con el kit Sera-mag (Thermo Scientific, Wilmington, EEUU) y la elaboracion de
las librerias en base al protocolo de Illumina. Tras 16 ciclos de PCR para enriquecer las
muestras se extrajeron fragmentos de 300 pb a partir de su separacion en geles de
agarosa. Las librerias fueron secuenciadas con el secuenciados lllumina HiSeq2000 (100

PE, Paired end).

Las hojas muestreadas fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a
-80 2C, y el RNA total fue extraido mediante el Rneasy Plant Mini Kit® (Qiagen, Hilden,
Germany). La calidad y cantidad del RNA total fue medida usando el
espectrofotometro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA) vy
normalizados a la misma concentracién (5ug, 200 ng/ul). Las muestras de RNA fueron
enviadas al Parque Cientifico de Madrid (Espafia) (http://www.fpcm.es/es/servicios-a-
la-id/servicios/genomica) para la elaboracion de la libreria y la secuenciacién del RNA.
Las librerias de cDNA fueron secuenciadas mediante la lllumina HiSeq2000 obteniendo

secuencias de 100 pares de bases.
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4.3.2. Analisis bioinformatico

Las lecturas obtenidas fueron filtradas para eliminar las regiones con baja
calidad mediante el programa Fastx-Toolkit desarrollado por aScidea. Las lecturas de
alta calidad fueron alineadas en el genoma de referencia del melocotonero (P. persica
genome v1.0) mediante el programa Tophat 1.4.0 (Trapnell y col., 2009) y Bowtie
0.12.7 (Lindner y Friedel, 2012).

El andlisis informatico de las lecturas RNA-Seq se realizé mediante el software
FastQC. Se realizd6 un preprocesamiento de las lecturas con el sistema fastx-toolkit
(http://www.ascidea.com/) para filtrar las regiones de baja calidad. Las lecturas de alta
calidad fueron mapeadas en el genoma de referencia de P. persica v1.0 obtenido de
Genome database for Rosaceae (GDR, http//www.rosaceae.org/peach/genome)

mediante Tophat 1.4.0 (Trapnell y col., 2009) y Bowtie 0.12.7 (Lindner y Friedel, 2012).

Las técnicas de secuenciacidn masiva generan gran cantidad de datos que
permiten monitorizar los cambios de expresidon génica en diferentes situaciones
experimentales. Las secuenciaciones de un numero creciente de genomas estan
mostrando a una gran fraccion de genes con funciones bioldgicas especificas
compartidas en todos los seres vivos eucariotas (Ashburner y col., 2000). Estas
funciones estan siendo clasificadas en tres categorias: procesos bioldgicos (conjunto de
procesos moleculares con un principio y un final), funciones moleculares (actividades
moleculares de un gen a nivel molecular) y componentes celulares (partes de la célula
o del ambiente extracelular). Las lecturas de los transcriptomas una vez limpiadas y
alineadas deben ser caracterizadas e interpretadas con el fin de darle sentido bioldgico.
La bioinformatica ha desarrollado varios programas para analizar el enriquecimiento en
la expresién de los transcriptomas, siendo la herramienta mas usada Gene Ontology
(GO) como fuente de anotacién, que controla el sistema de vocabulario describiendo

las funciones génicas a nivel molecular.

La aplicacidon GO contiene una gran base de datos con las caracterizaciones de
los genes y proteinas. Esta base de datos es de libre acceso y se puede consultar a
través de http://amigol.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi.Se han desarrollado
herramientas GO especificas para agricultura como EasyGO, que fue sustituida por

AgryGO, ambas herramientas caracterizan el enriquecimiento como SEA (Singular
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enrichment analysis). Los resultados se obtienen en diferentes formatos como tablas
HTML, archivos de texto tabulados, entre otros, lo que facilita las comparaciones
cruzadas de los resultados de datos provenientes de multiples grupos experimentales,
en nuestro caso los datos de expresidon transcriptomica de albaricoquero resistente y

susceptible a PPV bajo condiciones experimentales y control.

El andlisis de significacién bioldgica se basé en Gene Ontology (GO) (Ashburner
y col., 2000) mediante AgriGO (Du y col., 2010) y GeneCodis (Carmona-Saez y col.,
2007). Por ultimo, variant calling analysis from read mapping files was performed using
Samtools 0.1.18 (Li y col., 2009). Las variantes de alta calidad se obtuvieron tras el

filtrado de los SNPs con puntuaciones de calidad > 20 y con valores INDEL > 50.

GO también permite representar los resultados de expresion en diagramas de
barras y en arboles jerarquizados, que se describen a continuacidn. El diagrama de
barras representa los términos sobreexpresados en tres categorias, en el eje de
ordenadas muestra el porcentaje de genes mapeados en cada término GO, que es
calculado dividiendo el nimero de genes mapeados en cada término GO entre el
numero de genes totales de su lista. El diagrama de barras también muestra el
porcentaje de genes de la lista de referencia, en nuestro caso cualquiera de los
transcriptomas a comparar. En cuanto a la representacién mediante arboles
jerarquicos, aparecen los términos GO sobreexpresados en categorias de procesos
biolégicos generados a partir de SEA, mostrando su identificacion GO ID, la definiciéon
del término, su informacion estadistica y su nivel de enriquecimiento relacionado con

la caja en la que aparece el término.

La expresion diferencial (DE) de los genes fue calculada con el programa
Cufflinks 1.3.0 (Trapnell y col., 2010). El programa Cufflinks compara la expresion de
transcritos generados bajo distintas condiciones. El protocolo se inicia con las lecturas
iniciales que deberdn ser ensambladas para generar una lista de genes de genes

expresados diferencialmente.

El nimero de lecturas generadas a partir de RNA-Seq en un trascriptoma
depende de la densidad de esas secuencias en las muestras analizadas. Esas lecturas
son sometidas a un protocolo formado por un conjunto de softwares TopHat que alinea

las lecturas de RNA-Seq al genoma de referencia mediante el software Bowtie

92 / CEBAS-CSIC Universidad de Murcia



Capitulo 4 / Andlisis de expresion génica

(alineador de lecturas contras de propdsito general) y descubre los lugares de corte.
Estos alineamientos son ensamblados mediante el paquete de programas Cufflinks.
Este paquete contiene una secuencia de programas que empieza por el emsamblaje de
los transcritos (Cufflinks), seguido de la comparacion de los ensamblajes trasncritos con
las anotaciones previas (Cuffcompare), combinacién de dos o mas transcriptomas
(Cuffmerge) y por ultimo busca genes expresados diferencialmente y los
procesamientos de corte y empalme diferenciales (Cuffdiff). Estos programas necesitan
realizar las comparaciones con un genomas de referencia y solo trabajan con datos de
Illumina o SOLID ademas de requerir el manejo de UNIX, aunque actualmente hay

interfaces que facilitan su manejo.

El protocolo comienza con las lectura directamente secuenciadas por RNA-seq y
finaliza con la visualizacion del andlisis. Para empezar las lecturas de cada
transcriptoma son mapeadas en el genoma de referencia con el programa TopHat. Los
archivos de alineamiento generados por TopHat son aptos para ser ensamblados con el
software Cufflinks. Los transcriptomas ensamblados de cada condiciéon son combinados
mediante Cuffmerge. Finalmente las lecturas y los ensamblados de cada transcriptoma
son el sustrato para que Cuffdiff calcule los niveles de expresién y la significacion
estadistica en los cambios observados. Cuffdiff también agrupa los transcritos en
grupos de significado bioldgico (transcritos que comparten el mism lugar de inicio de la
transcripcién) e identifica los genes con regulacion diferencial tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional. El ndmero genes identificados como
diferencialmente expresados o regulados depende totalmente de las condiciones
comparadas. Comparaciones entre replicas no deben generar casos de expresidon
diferencial, pero en comparaciones entre distintos tejidos o tratamientos se detentan
cientos o miles de genes con distintos niveles de expresion. El alto nivel de sensibilidad
de RNA-Seq junto con los programas comentados permite identificar genes con una

expresion diferencial menor a dos veces.

Una aclaraciéon que debe ser expuesta relacionada con el calculo del nivel de
expresion a partir de las lecturas radica en que el nimero de lecturas de un transcrito
es proporcional a su abundancia en la muestra. Debido a que los fragmentos de cDNA

son seleccionados en base a su tamafio para la construcciéon de las librerias, lo que
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produce que los transcritos mas lagos produzcan mas fragmentos para ser
secuenciados que los transcritos cortos. Para el calculo del nivel de expresion correcto,
Cufflinks cuenta el niumero lecturas que mapean en cada transcrito y normaliza su
abundancia en base a la longitud del transcrito. De igual modo, la secuenciacién de la
misma libreria en dos ocasiones distintas puede producir distintos volimenes de las de
esas lecturas. Estos dos motivos hacen necesario la normalizacion del nimero de
lecturas cada andlisis para que puedan ser comparados. Para la normalizacién las
lecturas se expresan como fragmentos por kilobase de transcrito por millon de
fragmentos mapeados (FPKM, o RPKM para secuenciaciones de un solo extremo), los

valores de expresidon FPKM son directamente proporcionales a la abundancia.

Cuando un gen se procesa de manera alternativa generando multiples
isoformas en la misma muestra, muchas de las lecturas que mapean a ese gen también
mapearan exones constitutivos de esa isoforma dificultando el calculo del numero de
lecturas de cada transcrito. Una misma secuencia exdnica puede proceder de la misma
o de distintas isoformas, para lo que los programas Cufflinks y Cuffdiff utilizan un
modelo estadistico lineal que estima una abundancia a cada transcrito en base a la

maxima probabilidad.

La lista resultante de isoformas diferencialmente expresadas fue filtrada
mediante los valores In (fold_change) >2 y < -2 y un g-value de 0.05. FPKM (Fragments
per kilobase pair of exon model per million fragments) que fueron usados para

normalizar y cuantificar el nivel de expresidn genética.

4.3.3. Validacién mediante qPCR

Los datos de expresién diferencial procedentes del analisis RNA-Seq fueron validados
mediante qPCR en un nuevo experimento con nuevas plantas replicas de las expuestas
en material bioldgico. El RNA total se extrajo de las hojas usando el kit Rneasy Plant
Mini Kit® en tres plantas control (Rc y Zc) y tres inoculadas (Ri y Rc). Este kit fue usado
para examinar los patrones de expresion de los genes seleccionados. La
retrotranscripcion se llevd a cabo con el kit PrimeScript® Reverse Transcriptase Kit

(Invitrogen, Applied Biosystems, Madrid, Espafia). Se seleccionaron ocho genes con
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expresion diferencial en los distintos tratamientos relacionados con la susceptibilidad
(previamente descritos por Rubio y col., 2015) o resistencia (previamente descritos por
Zuriaga y col., 2013) con g-values < 0.05 y altos valores RPKM para validar los datos del
analisis RNA-Seq (Tabla 4.1). Los cebadores especificos de esos ocho genes fueron

disenados con el programa Primer3Plus (Untergasser y col., 2012).

Tabla 4.2. Cebadores especificos disefiados mediante el programa Primer3Plus para la
validacion mediante qPCR.

Genes Estudiados

Descripcion Forward Reverse

Endoribonuclease Dicer homologue 2a  CCAGCACCTATCACCATG ~ GGCCAGCCCCGCAT
AATATAA

Protein kinase superfamily protein TCTACAGCCGCTATTGAA GCGAAGCCAAGCGTTTTTT
TGCTC

Squamosa promoter-binding-like CCAGAGGAAAATCAGCAA GCTGTCTAAGATAGTGCCA

protein 12 GAAATT GGGA

Transporter: NtPDR3//pleiotropic drug GGGACACAATTGAGCTG ~ AGGAGTGGGAAAATACAA

resistance 9 GTAAGA GTCCTTT

Ubiquitin-like superfamily protein ATCGCAAAATACCCAGAT  CTTTTCCATTTCAGGCAGGT
CGA cT

TRAF-like family protein CCAGCACCTATCACCATG ~ GGCCAGCCCCGCAT
AATATAA

Unknown protein (ORF) AAAGACAAAGAACCGGCT CACGTGATCTGCACGCCA
GC

Mediator complex subunit 21 TCACTACCATCGGAACGC  GGGTAATTCGGAGAGATTC
TG GG

Genes de Referencia

Descripcion Forward Reverse

Expansin-A8 CCCTCCTCTCCAGCACTTT  CTGCACCTCCAACGTTTGT
G G

Actin GTTATTCTTCATCGGCGTC  CTTCACCATTCCAGTTCCAT
TTCG TGTC

18S rRNA* GTTACTTTTAGGACTCCGC TTCCTTTAAGTTTCAGCCTT
C G

Las reacciones de RT-gPCR se realizaron con LightCycler de Life Technologies
(Figura 4.4) usando SYBR Green para visualizar las amplificaciones del cDNA. La
reaccién se sometid a un ciclo inicial de 5 minutos a 95 °C, seguido de 45 ciclos de 10 s
a95°C,5s5a58°C,y10sa 72 °C. Para cada par de cebadores y para cada muestra se
valord la eficiencia (E) de la PCR y el ciclo de cuantificacién (Cq) mediante el software

LinRegPCR versidon 2014.2 (Ruitjer y col., 2009). La especificidad del amplicén fue
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examinada mediante el anadlisis de la curva de fusidén. La expresidn génica relativa
(relative gene expression, RGE) para un gen de interés (gene of interest, GOI) se calculo
usando la ecuacién modificada Ego»“®®" / Eger ATCRER) from Pfaffl (2001). Para cada
muestra se realizaron tres replicas bioldgicas independientes con al menos dos replicas

técnicas.

Figura 4.4. Equipo de gPCR usado.

El Cqg para el factor de normalizacion de referencia (REF) se calculé tomanto la
media geométrica de los tres genes de referencia: el rRNA de 18S de meloconero
(Rasori y col., 2002); la actina; y la expansina (Tong y col., 2009). Para calcular el efecto
del cultivar y la infeccién se realizd un andlisis de la varianza (ANOVA) de una
dimensién. Las medias fueron separadas aplicando el test LSD de Fisher protegido con
p < 0.05. El andlisis se realiz6 con el software Statgraphics Plus 5.1 (MAnugistics Inc.
Rockville, MD, EEUU). Las correlaciones entre los distintos valores RPKM de la RNA-Seq
y los valores RGE de la gPCR fueron calculados usando el coeficiente de correlacién de

Pearson.
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4.4, Resultados y discusion

4.4.1. Transcriptomas obtenidos mediante RNA-Seq de muestras de albaricoquero q

Los genotipos de albaricoquero ‘Rojo Pasion’ (resistente a PPV) y ‘Z506-7’
(susceptible a PPV) fueron injertados en plantas de semillero de albaricoquero ‘Real
Fino’ sanas (control) e inoculadas. Posteriormente fueron analizadas para infeccion
sistémica de PPV mediante ELISA y RT-PCR. El RNA total de los controles Rojo Pasién y

Z506-7, asi como sus replicas infectadas fue secuenciado.

Las muestras de RNA fueron fragmentadas y ligadas con adaptadores antes de
sintetizar el cDNA y de ser amplificado mediante PCR para su secuenciaciéon. Un total
de 1.209 millones de lecturas de extremos apareados de 100 pb fueron generadas a
partir de las siete muestras analizadas (Tabla 4.3). A estas primeras lecturas se les
eliminaron las secuencias adaptadoras, las lecturas vacias y las secuencias de baja
calidad. Como resultado se obtuvieron 1.163 millones de lecturas de alta calidad (96%),

que fueron denominadas como lecturas limpias.

Tabla 4.3. Lecturas obtenidas usando RNA-Seq en los transcriptomas de dos
albaricoqueros ensayados e ‘Rojo Pasion’ (resistente a PPV) y ‘Z506-7°
(susceptible a PPV) control e inoculados..

Muestras Lecturas limpias Lecturas mapeadas

P. persicav 1.0

Lecturas mapeadas
Genoma del PPV

‘Z506-7’ control-1 (Zc-1)
‘Z2506-7’ control-2 (Zc-2)
‘Z506-7’ inoculado-1 (Zi-1)
‘Z506-7’ inoculado-2 (Zi-2)
‘Rojo Pasiéon’ control-1 (Rc-1)
‘Rojo Pasion’ inoculado-1 (Ri-
1)

‘Rojo Pasidn’ inoculado-2 (Ri-
2)

Total

172,167,692 (96%)
177,433,648 (96%)
169,306,217 (96%)
168,574,941 (96%)
141,354,468 (96%)
175,799,070 (95%)

158,922,500 (95%)

1,163,558,536 (96%)

121,897,300 (70.3%)
127,044,113 (71.7%)
114,750,138 (67.4%)
108,567,566 (64.3%)
92,423,368 (65.2%)
124,637,608 (70.8%)

112,178,376 (70.8%)

801,498,469 (68.8%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)
8,416,611 (4.9%)
10,453,472 (6.2%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)

18,870,083 (1.6%)

Mediante alineamiento iterativo se maped con éxito el 68,8% de las lecturas

limpias en el genoma de referencia del melocotonero v1.0 (www.rosaeae.org),

mientras un 32,2% de las lecturas limpias no fue reconocida por ninguna region de los
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ocho pseudocomosomas. De las lecturas no mapeadas, 18,86 millones de lecturas
(5,3%), pertenecientes al genoma del PPV se obtuvieron en las dos muestras de

albaricoquero ‘Z506-7’ inoculadas y con sintomas de sharka.

Estas lecturas no mapeadas podrian contener nuevas uniones de empalme asi
como secuencies pertenecientes a fuentes de contaminacién (Philippe y col., 2013). El
porcentaje de mapeo en el genoma de referencia obtenido en este trabajo es similar al
70% de lecturas no mapeadas comunicadas en otros estudios con albaricoquero
(Martinez-Gémez y col., 2011) y menor a los datos obtenidos en melocotonero por

Wang y col. (2013) (89%) y Rubio y col. (2014) (85%).

En la misma linea hay que sefalar que este porcentaje de mapeo es mayor que
los datos previamente obtenidos en albaricoquero japonés (P. mume Sieb. y Zucc.)
donde se obtuvo un 50% de mapeo de las lecturas (Zhong y col., 2013). Estos
resultados confirman el alto novel de sintenia en los genomas del género Prunus (Jung
y col., 2009), asi como la utilidad del genoma del melocotonero como genoma de

referencia para los estudios de RNA-Seq en distintas especies de Prunus.

4.4.2. Analisis funcional de los genes expresados diferencialmenete mediante el

sistema Gene Ontology (GO)

Los 2.502 DEGs filtrados que se identificaron en las comparaciones realizadas
entre los genotipos de albaricoquero control e inoculado ‘Rojo Pasion’ y ‘Z506-7’

fueron asignados con uno o mas términos GO.

En todos los casos la asignacion GO cayd dentro de amplias categorias para dos
de los tres dominios funcionales principales de GO, procesos bioldgicos (BP) (Figura
4.5) y funciones moleculares (MF) (Figura 4.6). En el arbol genealdgico, los términos de
la categoria BP son mucho mds generales que los términos especificos de la categoria
MF. Ademds, cuantos mas genes se obtienen en cada comparacién (Zc vs. Zi, Rc vs. Ri,
Zc vs. Rc, y Zi vs. Ri), mds probable es obtener mas genes sobrerrepresentado en las

categorias BP o MF.
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Figura 4.5. Caracterizaciones de los procesos bioldgicos (GO) de los genes expresados
diferencialmente en las comparaciones Zc-Zi, Rc-Ri, Zc-Rc y Zi-Ri.
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Figura 4.6. Caracterizaciones de las funciones moleculares (GO) de los genes
expresados diferencialmente en las comparaciones Zc vs. Zi, Rc vs. Ri, Zc vs. Rcy Zi vs.
Ri.

Un total de 11 caracterizaciones diferentes significativas GO se obtuvieron para
el genotipo control de albaricoquero ‘Z506-7’ y (Zc vs. Zi) inoculado, 10 pertenecientes
para procesos bioldgicos (Figura 4.5) y uno para funciones moleculares (Figura 4.6).
Por otro lado, se obtuvo un total de 30 caracterizaciones diferentes significativas GO
para el genotipo control de albaricoquero ‘Rojo Pasidn’ control e inoculado (Rc vs. Ri),
13 para procesos bioldgicos (Figura 4.5) y 17 para funciones moleculares (Figura 5). Y
un total de 21 caracterizaciones diferentes significativas GO para el control ‘Rojo
Pasion’ y ‘Z506-7’ (Zc vs. Rc), 10 para los procesos geoldgicos (Figura 4.6) y 11 para las
funciones moleculares (Figura 5); y 19 caracterizaciones diferentes significativas GO

para los genotipos inoculados ‘Rojo Pasién’ y ‘Z506-7’ (Zi vs. Ri), 10 para procesos
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bioldgicos (Figura 4.5) y 9 para las funciones moleculares (Figura 4.6). Esto significa
gue es mucho menos probable que dos genes caigan dentro de la misma categoria BP y

MF.

En estas figuras se han incluido solo los términos que han aparecido
sobreexpresados con un p-value <0,05 en el test hipergeométrico y un valor <0.05 en
el test multiple FDR (False Discovery Rate) mostrados de los datos filtrados. Teniendo
en cuenta estos datos, obtuvimos en dos de las cuatro comparaciones 500 genes (Rc
vs. Zc y Ri vs. Zi) y en otros dos con menos de 500 genes DE filtrados (incluyendo Zc vs.
Zi y Rc vs. Ri). De los cuatro graficos MF, hay dos términos que claramente tienen
suficientes genes DE (hasta 60). Los otros dos gréficos, incluyendo Zc vs. Zi tienen muy

pocos genes sobrerrepresentados como términos DS (hasta 6).

Curiosamente, en el grafico de enriquecimiento GO de Zc vs. Zi hubo un término
sobrerrepresentado significativamente con cuatro genes (cation binding) a nivel de
funcion molecular (Figura 4.6). La Rc vs. Ri tuvo pocas comparaciones DEG pero
claramente relacionadas, asi que parece que hay unas pocas rutas bien definidas
afectadas por la infeccion de PPV. En la comparacion Zc vs. Zi parece que los genes DE
no se agrupan tan bien definidos y casi cada uno de los genes DE pertenecen a una
categoria diferente de MF, haciendo «casi imposible encontrar términos

sobrerrepresentados significativamente.

Estos resultados GO son consistentes con la hipdtesis de que el estrés marca la
transicion desde crecimiento y reproduccion a respuestas fisioldgicas y metabdlicas

para la defensa (Bilgin y col., 2010).

En general, podemos afirmar que las hojas de albaricoquero en las que el virus
se ha acumulado y los sintomas se han desarrollado parecen tener escasa
representacion de genes involucrados en los procesos celulares y una alta
representacion de genes relacionados con las actividades cataliticas, actividades

reguladoras del metabolismo y actividades relacionadas con procesos bioldgicos.

En relacidon con la susceptibilidad observada en albaricoquero, Rubio y col.
(2014) analizaron un genotipo de melocotonero susceptible, describiendo varios genes

asociados con la expresién de los sintomas de sharka en esta especie relacionados con
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la respuesta a los estimulos bidticos, al metabolismo de carbohidratos y lipidos, asi
como a la regulacion negativa de la actividad catalitica. A esto hay que anadir, los
hallazgos de Wang y col. (2005) en los que se identificé una expresidon alterada de
genes en hojas de melocotonero involucradas en la defensa, el transporte celular y la
sintesis de proteinas, y de proteinas con funcién de unién tras la infeccién con PPV. En
especies herbaceas, Babu y col. (2008) identificaron en Arabidopsis genes con
expresion diferencial tras la infeccion con PPV que estaban involucrados con el
metabolismo de azlcares solubles, del almidén y de aminoacidos, cloroplastos, destino
proteico, proteinas de almacenamiento y desarrollo, sintesis proteica y componentes
asociados a la pared celular. En esta misma linea, Dardick (2007) describié genes
expresados diferencialmente con un alto grado de asociacion con los procesos

patogénicos en Nicotiana.

Por ultimo, describiremos el comportamiento del genotipo resistente ‘Rojo
Pasién’, en el que Schurdi-Levraudy col. (2006) describid genes expresados
diferencialmente codificando proteinas involucradas en el metabolismo, transduccién
de sefiales, defensa, estrés y conexiones intra/interecelulares tras la inoculacién con

PPV de la variedad parcialmente resistente ‘Goldrich’.

4.4.3. Identificacion de genes involucrados en la resistencia y la susceptibilidad

Los datos del RNA-Seq muestran que la susceptibilidad a PPV en albaricoquero
es un proceso complejo con cientos o miles de genes involucrados (Tabla 4) que
reflejan la batalla continua entre el virus (PPV) y la planta Prunus a nivel de resistencia
frente al patégeno y de silenciamiento génico. De los 256 genes filtrados expresados
diferencialmente tras la inoculacién de los genotipos susceptibles ‘Z506-7" solo 17
fueron similares a los observados por Rubio y col. (2014) en el estudio del genotipo de
melocotdn susceptible y un total de 239 genes se consideraron especificos de

albaricoquero.

Es de destacar que la mayoria de los genes clave relacionados con la
susceptibilidad mencionados por Rubio y col. (2014) también se expresaban

diferencialmente en nuestros genotipos de albaricoquero susceptibles (comparaciones
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Zc vs. Zi), entre estos genes se incluye la glucan endo-1,3-beta-glucosidasa
(ppa005142m) y una proteina relacionada con la patogénesis [PR-4BB (ppa012991m)]
que presentaban niveles de expresidn con alta significacion (g-val<0.05) y la
endoribonucleasa  Dicer homolog 2a (ppa020875m), la alleno oxido
sintasa(ppa004133m), la S-adenosylmethionina sintasa 2(ppa015634m),la ubiquitin
carboxi-terminal hidrolasa (ppa020875m) y el alérgeno mayor Pu avl (ppa012678m)

con menores niveles de expresidon y menor significacion (q-val>0.05)(Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Genes expresados diferencialmente (ED) totales y filtrados identificadas
usando RNA-Seq en los dos albaricoqueros ensayados e ‘Rojo Pasion’ (resistente
a PPV)y ‘Z506-7’ (susceptible a PPV) control e inoculados.

Comparaciones Genes ED Genes ED
totales filtrados
‘Z506-7’control vs. ‘Z506-7’ inoculated 1,980 256
‘Z506-7control’ vs. ‘Rojo Pasion’ control 7,488 1,283
‘Z506-7’ inoculated vs. ‘Rojo Pasidn’ inoculated 2,945 782
‘Rojo Pasion’ control vs. ‘Rojo Pasién’ inoculated 740 181

Estos procesos infectivos en albaricoquero y en melocotonero (Rubio y col.
2014) se asociaron con la induccion de genes relacionados con la resistencia a
patégenos como la glucan endo-1,3-beta-glucosidasa, PR-4B, S-AdoMet sintetasa y la
ubiquitin carboxi-terminal hidrolasa. También es de destacar que en el locus de
resistencia (PPVres) Zuriaga y col. (2013) describieron en albaricoquero genes similares
a los que confieren resistencia contra potivirus, como la S-AdoMet sintetasa y la

ubiquitin carboxi-terminal hidrolasa.

El S-Adenosil metionina (SAM), dador general de grupos metilo en citosol,
cloroplastos y mitocondria, es necesario para la sintesis de fenilpropanoides ya que es
el principal grupo dador utilizado por la OMTs (o-difenol-O-metiltransferasas) en la
biosintesis de mono-lignol. Shen y col. (2002) publicaron que los genes SAM
presentaban una alta expresién en tejidos muy lignificados lo que sugiere que la

lignificacion consume gran cantidad de SAM.
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Por otro lado, la expresién diferencial de la endoribonucleasa Dicer proteina 2a,
similar a lo observado en melocotonero (Rubio y col. 2014), podria sugerir un
silenciamiento génico que seria suprimido por las proteinas virales HCPro y P1 (Valli y

col., 2006).

Respecto a la resistencia a PPV en albaricoquero hay que sefialar que también
es un proceso complejo basado en la batalla continua entre el virus y la planta. El locus
de resistencia PPVres descrito por Zuriaga y col.,(2013) en melocotonero contiene un

total de 31 transcritos putativos.

Algunos de los genes clave relacionados con la resistencia mencionada por
Zuriaga y col., (2013) también se expresaban diferencialmente en nuestros genotipos
de albaricoquero resistentes (comparaciones Rc vs. Ri) aunque con una funcién
desconocida en la que incluiremos los genes ppa000229 con un niveles de expresidn
con alta significacion (g-val<0.05) y ppa008951, ppb020867 y ppa03116 con menores

niveles de expresion y menor significacion (g-val>0.05).

Estos resultados indican que los genes MATH (control a larga distancia del
movimiento del virus) estan involucrados en la resistencia pero probablemente junto
con otros genes (efecto del fondo genético). Estos autores también describieron la
familia de genes MATH (Meprin and TRAF-C homology domain) como posibles
candidatos para la resistencia coincidiendo con observaciones previas (Cosson y col.,
2010). Por ultimo, recientes studios subrayan la posibilidad de un segundo locus
involucrado en el control de esta caracteristica (Rubio y col., 2014; Decroocq y col.,

2014).
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Un total de 13.153 genes expresados diferencialmente (DEGs) fueron
identificados en las comparaciones llevadas a cabo en ‘Rojo Pasion’ y ‘Z506-7’ control e
inoculado, ‘Rojo Pasion’ control vs.‘Rojo Pasion’ inoculado (Rc vs. Ri), ‘Z506-7" control
vs. ‘Z506-7’ inoculado (Zc vs. Zi), ‘Rojo Pasion’ control vs. ‘Z506-7" control (Rc vs. Zc) y
‘Rojo Pasién’ inoculado vs.Z506-7" inoculado (Ri vs. Zi). Sin embargo, tras la filtracién
de los datos que incrementando la significacion estadistica (g-val<0.05) un total de
2.502 DEGs fueron observados en las cuatro comparaciones realizadas (Tabla 4.3;
Tablas S3; S4; S4; S5 y S6, ver informacion suplementaria).Un total de 164, 239, 803 y
239 DEGs filtrados fueron especificos para Rc vs. Ri, Zc vs. Zi, Rc vs. Zc y Ri vs. Zi,

respectivamente (Figura 4.7; Figura 4.8).

‘Rojo Pasion’ Control (Rc) ‘2506-7’ Control (Zc)
vs. Vs.
‘Rojo Pasion’ Inoculado (Ri) ‘2506-7’ Inoculado (Zi)

‘Rojo Pasién’ Control (Rc) ‘Rojo Pasién’ Inoculado (Ri)
vs. vs.
‘2506-7’ Control (Zc) ‘2506-7’ Inoculado (Zi)
480

Figura 4.7. Diagramas de Venn indicando el numero de genes expresados
diferencialmente especificos y compartidos para las comparaciones Rc vs. Ri, Zc vs. Zi,
Rcvs. Zc y Ri vs. Zi.
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Figura 4.8. Representacidon esquematica de los 61 marcadores SSRensayados en los 4
grupos de ligamiento (G) de los genotipos de albaricoquero ‘Rojo Pasién’ (resistente a
PPV PPV)y ‘Z506-7’ (Z, susceptible a PPV) indicando las 3 principales regiones donde se

ha descrito la resistencia a PPV en albaricoquero. También en verde se indican los

genes expresados diferencialmente (ED) en las regiones de interés.

El filtrado de los genes expresados diferencialmente incremento el poder de

deteccidén desde genes con una expresion moderada a alta, aunque se observé una

pequefia pérdida de genes de baja expresion (Rau y col., 2013).
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En contraste con estos resultados, el andlisis de los genes expresados
diferencialmente presentan el inconveniente de no aclarar si los genes con bajo
numero de lecturas son escasamente expresados o es un artefacto del método
(Wagner y col. 2013). Para confirmar la naturaleza de la baja expresion obtenida en los
genes de interés identificados en el analisis de los DEGs totales hay que realizar la

verificacion de los niveles de expresién mediante qPCR.

Las enormes diferencias observadas en los niveles de expresién estdn en
consonancia con las diferencias observadas a nivel gendmico mediante el uso de
marcadores SSR en lugar de caracteristicas pomoldgicas y fenomenoldgicas de los

genotipos ensayados.

Del total de genes DEG, 88 estan localizados en las diferentes regiones descritas
como posibles responsables para la resistencia a PPV incluyendo la PPVres y otras

regiones del LG1 y LG5 (Figura 4.8).

Estos resultados ponen de manifiesto que la respuesta temprana a la infeccidn
por PPV en melocotonero y albaricoquero estd asociada a una induccién de genes
relacionados con la resistencia a patégenos como acido jasmodnico, proteinas de
resistencia, quitinasas, citoquininas o proteinas Lys-M. En cambio, cuando el virus se
habia establecido, se observaba una sobreexpresién de genes Dicer protein 2a que
podian evidenciar también una respuesta de silenciamiento génico de la planta
suprimida mediante las proteinas HCPro y P1 de PPV. Este fendmeno de silenciamiento
génico puede ser la causa de la eliminacién de sintomas del virus en plantas
susceptibles ya infectadas. Por otro lado, acerca de la resistencia a PPV en
albaricoquero, los resultados obtenidos indican que genes tipo RTM [Restricted Tobaco
etch virus (TEV) movement] dentro de la familia de genes de homologia de dominio
MATH parecen ser los principales implicados en el control de esta resistencia. Ademas
de estos genes, otros genes candidatos implicados en la resistencia son Pleiotropic drug
resistance 9 gene; Cysteine-rich secretory proteins, Antigen 5 and Pathogenesis-related

1 protein (CAP) y Late embryogenesis abundant protein (LAE) (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Representacion esquemdtica de la interaccion entre PPV (Plum pox virus) y
frutales del género Prunus estudiada mediante la secuenciacion masiva de diferentes
transcriptomas de genotipos de albaricoquero susceptibles y resistentes.

Estos datos apoyan los estudios previos obtenidos mediante microarray. El
analisis mediante microarray de genotipos compatibles e incompatibles de plantas de
meldn infectadas con Watermelon mosaic virus ( WMV, Potexvirus) han mostrado que la
remodelacién del transcriptoma debido a la infeccién por WMV parece tener un mayor
efecto en el genotipo resistente que en el susceptible (Gonzalez-lbeasy col., 2012). En
este sentido, Rodamilans y col. (2014) describieron 3.020 genes expresados
diferencialmente tras la inoculacién con PPV de la variedad hipersensible resistente
‘Jojo’ y Rubio y col. (2014) describieron 1554 DEGs en el melocotonero susceptible
‘GF305’ tras la infeccion con PPV. Ademds confirman los datos obtenidos en

melocotonero por Rubio y col. (2015).
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4.4.4. Analisis de la validacién de los perfiles de expresién génica mediante qPCR

Los resultados mediante gPCR de los ocho genes seleccionados fueron
similares a los obtenidos mediante RNA-Seq (Figura 4.10). El coeficiente de correlacion
de Pearson entre los valores RPKM (reads per kilobase pair of exon model per million
fragmen) obtenidos en la RNA-Seq y los valores relativos a la expresiéon génica de la
gPCR obtenidos para los ocho genes ensayados oscilaban entre 0.61 (ppa021156m) y
1.00 (ppb022195m, ppa013116m y ppa000690) con un valor medio de 0.91.
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Figura 4.10. Resultados RT-qPCR de los ocho genes seleccionados de la expresion
diferencial (ppa020875, ppa007758, ppa000690, ppa000229, ppa013518, ppa0222254,
ppa013116 y ppa021156). Los grdficos incluyen los resultados de expresion diferencial
de RNA-Seq.
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Las diferencias en los niveles de expresion detectados entre RNA-Seq y gPCR
podrian deberse a los bajos niveles de expresidon de los genes analizado y al sesgo
bioinformatico, que incluiria eleccién de alineamientos, estimacion de la expresién del
transcrito, etc (Labaj y col., 2011). Otros factores que explicarian esta discrepancia
incluirian la naturaleza dinamica del transcriptoma (Martinez-Gémez y col., 2012) que
es mayor en caso de genotipos susceptibles en presencia del virus lo que produce un
gran aumento del tipo de respuestas de la planta en funcién de la acumulacién del

virus asi como de la presencia de sintomas (Rubio y col., 2015).

La expresion de genes codificantes para la proteina de la superfamilia de la
proteinkinasa (ppa007758m), el transportador proteico (ppa000229m), y el MED21
(ppa021156m) fue menor en las hojas inoculadas con PPV que en las no inoculadas del
genotipo resistente ‘Rojo Pasion’ (Figura 4.5). Respecto al genotipo susceptible, se
produjo un aumento en la expresién de varios genes entre los que se encuentra la
ribonucleasa Dicer (ppa020875), la superfamilia protein kinasa (ppa007758m) y el
transportador proteico (ppa000229m) en las hojas del genotipo susceptible ‘Z506-7’
tras la inoculacién con PPV, al compararlo con las hojas no inoculadas. Finalmente se
detectaron niveles de expresion similares tanto en hojas inoculadas y no inoculadas en
el genotipo ‘Z506-7° de los genes codificantes de la superfamilia tipo ubiquitina
(ppa013518); de las proteinas de la familia tipo TRAF (ppb022195); de la proteina
desconocida (ppa013116m); de la proteina de unién al promotor de esquamosa

(ppa000690) y MED21 (ppa021156m) (Figura 4.10).

El analisis de la expresion génica mediante gPCR indicd un aumento de
expresion del gen condificador de la proteina Dicer 2a en el genotipo susceptible, lo
que indicaria la supresion de los mecanismos de silenciamiento génico de la planta
mediante las proteinas virales HCPro y P1. Por otro lado, en el genotipo resistente, los
resultados monstraban un aumento de la expresion de los genes con dominio
homadlogo MATH (incluyendo las proteinas de la familia tipo TRAF) ubicadas dentro de
la regidn PPVres del grupo de ligamiento 1, como involucrados en la resistencia a PPV

en albaricoquero.
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Esta respuesta de resistencia que se observa en el albaricoquero es diferente de

la respuesta que se observa en ciruelos hipersensibles resistentes (Rodamilans y col.,

2014).

4.5. Conclusiones

VI.

Desde el punto de vista metodoldgico, el RNA-Seq se ha mostrado como una
herramienta muy poderosa en el analisis de la interaccién PPV/albaricoquero
aunque no parece ser la herramienta definitiva para resolver los problemas de

expresion base ni los determinantes genéticos.

La técnica del RNASeq Esta es una herramienta complementaria a los estudios

gendmicos con menor cantidad de datos.

Las diferencias transcriptomicas a nivel de expresion de genes confirmaron que
la susceptibilidad a PPV en albaricoquero es un proceso complejo basado en la
batalla continua entre el virus (PPV) y la planta (Prunus armeniaca) a nivel de
genes de resistencia a patdégenos y a nivel de silenciamiento génico similar a la

respuesta observada en melocotonero.

La resistencia a PPV en albaricoquero es también un proceso complejo que
también se basa en una batalla continua entre el virus (PPV) y la planta (Prunus)
donde los genes MATH (control a larga distancia de los movimientos del virus)
estan involucrados junto a otros genes (efecto del fondo genético) dentro del

locus PPVres.

Otros genes candidatos implicados en la resistencia son Plejotropic drug
resistance 9 gene; Cysteine-rich secretory proteins, Antigen 5 and Pathogenesis-

related 1 protein (CAP) y Late embryogenesis abundant protein (LAE)

La respuesta de resistencia que se observa en el albaricoquero es diferente de

la respuesta que se observa en ciruelos hipersensibles resistentes.
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5. CAMBIOS HORMONALES

5.1. Introduccidén y Objetivos

El control de la respuesta a un medio cambiante incluyendo estreses bidticos y
abidticos tiene lugar a través de mediadores quimicos que producen cambios en el
comportamiento celular. Estas sustancias se denominan fitohormonas, actuan a baja
concentracion y su accion puede tener lugar en el érgano donde se sintetizan o actuar
a larga distancia. Las fitohormonas intervienen controlando numerosos procesos de la
fisiologia vegetal, como la germinacion y el crecimiento. Ademas se ha descrito su

papel en la respuesta a estrés bidtico y abidtico (Santino y col., 2013).

En la actualidad estan apareciendo numerosos estudios que describen la
compleja interaccién entre virus y planta asi como los cambios hormonales inducidos
gue modulan la resistencia o susceptibilidad. La respuesta inmune de la planta tiene
lugar a varios niveles. La primera linea de defensa tiene lugar a nivel de la pared celular
mediante la deteccién de patrones moleculares asociados a microorganismos
(microorganism-associated molecular pattern, MAMPs) por parte de los receptores de
reconocimiento de los patrones (pattern-recognition receptors, PRRs). Los patégenos
pueden sortear esta primera linea de defensa mediante el desarrollo de moléculas
efectoras capaces de suprimir la acciéon de proteinas inmunitarias de la planta, tal
como fue descrito con las proteinas AvrPtol de Pseudomonas syringae (Spoel y Dong,

2008).

La respuesta de la planta frente a las proteinas efectoras del patégeno se lleva
a cabo mediante el desarrollo de proteinas que actlan como receptores intracelulares
de los efectores del patdgeno, estos receptores se denominan proteinas de resistencia
(R) y activan la inmunidad mediada por efector (effector trigger inmunity, ETI). Esta
segunda linea de defensa desencadenarad una respuesta hipersensible con apoptosis
de las células infectadas asi como la produccion de moléculas antimicrobianas
(enzimas hidroliticas, quitinasas, glucanasas,...) en los tejidos circundantes. La defensa
mediada por efector se basa en el reconocimiento entre el efector del patégeno y el
receptor de la célula vegetal, por tanto de trata de una inmunidad especifica lo que

desencadena esta respuesta inmunitaria. Tras el reconocimiento del patégeno se
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puede desencadenar inmunidad frente a un amplio rango de patdgenos, este estado
se denomina activacion sistémica de la inmunidad (systemic activation of inmunity,
SAR) y se establece en base a la liberacién de acido salicilico a partir del tejido
infectado que viajard por el floema hacia el resto de la planta (Spoel y Dong, 2008). El
acido salicilico es degradado mediante la expresion constitutiva de la silicilato

hidrolasa que inhibe la SAR.

Las infecciones viricas en plantas susceptibles ocasionan una disrupcion
hormonal en la que se inducen de manera simultanea hormonas con accidon antagdnica
(Alazem vy Lin, 2015), a diferencia de las variedades resistentes en las que la
acumulacién de las hormonas antagdnicas muestra un patrén secuencial. El eje de
comunicacion hormonal dentro de la planta se polariza en dos rutas hormonales
antagonistas, por un lado la ruta del acido salicilico y por otro la del &acido
jasmonico/etileno. En el estudio de la respuesta al estrés bidtico estan incorporandose
otras hormonas como las auxinas, los brasinosteroides, las citoquininas y el acido
abscisico que tenian atribuido un papel en el crecimiento y desarrollo y cada vez son
mas relevantes en la interaccion entre virus y planta (Denancé y col.,, 2013). A
continuacién describiremos de manera detallada el papel de las hormonas en las

interacciones entre virus y planta.

El acido salicilico participa en el establecimiento de la resistencia local y
sistémica (Vlot y col., 2009). A demds de jugar un papel importante en la resistencia
mediada por las proteinas R participa en la regulacién de los RNA pequenos de
interferencia (small interfering RNA, siRNA) y favorece la acumulacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), la sintesis de las proteinas PR, los depdsitos de calosa, asi
como la respuesta hipersensible relacionada con la apoptosis de las células infectadas
o proximas a la zona de infecciéon (Baebler y col., 2014). Todos estos procesos
conducen a la mencionada SAR. Mutaciones en la ruta de sintesis o de sefalizacién del
acido salicilico generan plantas susceptibles a infecciones virales incluso con la

presencia de los genes R (Lewsey y col., 2008).
La sobreexpresion de los genes de sintesis del acido salicilico o su aplicacién

exdgena mejora la inmunidad basal retrasando el establecimiento de la infeccidn viral

(Chern y col., 2005). Otra forma de resistencia relacionada con el acido salicilico se
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denomina resistencia extrema (RE) caracterizada por la eliminacién del virus y la
ausencia de lesiones necréticas en plantas que poseen genes R. Este tipo de resistencia
se ha descrito en plantas de tomate infectadas con TBSV (Tomato bushy stunt virus) en
las que la denominada proteina P19 forma un complejo con un siRNA para
desencadenar la RE mediante el silenciamiento del RNA supresor viral del TBSV
(Sansregret y col., 2013). Se han descrito en lineas transgénicas que sobreexpresan las
proteinas viricas supresoras P1/HC-Pro una reduccién de la respuesta mediada por
acido salicilico asi como de los niveles de siRNA derivados de PPV (Alamillo y col.,
2006). Las proteinas involucradas en la produccidon de los RNA de pequeio tamafio
(dicer-like proteins, DCL) parecen ser independientes de la resistencia mediada por
acido salicilico en Arabidopsis, donde se han descrito mutantes DCL que reducian el
titulo viral en tratamientos con acido salicilico (Lewsey y Carr, 2009), lo que parece
indicar que el 4cido salicilico desencadena varios mecanismos de defensa

independientes de DCL.

El 4cido jasmonico participa en la respuesta frente a necrotrofos e insectos
(Thaler y col., 2004). Junto con el etileno participa en la regulacidn de la resistencia
sistémica inducida (ISR), utilizada por microbios no patégenos como las rizobacterias.
El blogqueo de la sintesis de acido jasménico favorece la acumulacion de virus en los
estadios iniciales de la infeccidn. La aplicacién de acido jasmodnico al inicio de la doble
infeccion PVY-PVX favorecid la resistencia frente a estos virus, sin embargo, su
aplicacion en estadios no iniciales favorecié la susceptibilidad (Garcia-Marcos y
col.,2013). Estudios en Nicotiana benthamiana donde se realizd un pretratamiento con
acido jasmodnico seguido por otro de acido salicilico mostraron un incremento de la
resistencia frente a TMV (Zhu y col., 2014).

El acido abscisico ademas de su funcién en la maduracion de la fruta y la
germinacion participa en la defensa frente a patdgenos de una forma muy variada
dependiendo del estado de la infeccién. Se ha descrito su papel defensivo en los
estadios iniciales de la infeccion a través del cierre de los estomas o favoreciendo la
formacion de depésitos de calosa. Su activacion en fases mds avanzadas de la infeccion
suprime la induccion de ROS, asi como la traduccion de la sefializacién de los acidos

jamonico y salicilico (Ton y col., 2009). Los estudios del papel acido abscisico en la
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interaccién entre el virus y la planta son escasos. Los niveles de acido abscisico en
plantas infectadas son variados, en cultivares de patata resistente a PVY (Kovac y col.,
2009) los niveles de ABA eran iguales en plantas infectadas y no infectadas, en cambio
en tomate resistente a TMV los niveles de ABA era superiores a los de las lineas
susceptibles (Fraser y Whenham, 1989). El ABA participa en la defensa contra virus se
produce a través de la inhibicion de la beta-1,3-glucanasa, enzima que degrada el el
beta-1,3-glucano (calosa). Otro campo de estudio del papel del ABA en la interaccién
entre virus y planta se produce a nivel de la maquinaria de silenciamiento de RNA, que
es considerada la causa de la resistencia de tipo no hospedador y es la funcién menos

conocida del ABA.

El etileno ha sido una de las hormonas con doble accién, senescencia y
respuesta frente a necrotrofos (Graham y col., 2012). El etileno no parece esencial para
el establecimiento de la resistencia de plantas frente a virus, existen varios articulos
gue lo describen como responsable en el desarrollo de los sintomas como ocurre en
pepino infectado con CMV (Marco y Levy, 1979). Estudios en N. tabacum han
detectado la presencia del precursor del etileno, ACC (acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico), acumulado localmente en los alrededores de las areas necréticas,
indicando su contribucién a la formacién de la lesién (Delaat y Valoon, 1983), sin
embargo, la aplicacion previa a la infeccion con ACC evitd la formacién de lesiones. La
aplicacién exdgena de acido jasmodnico y salicilico contribuye a la reduccién de la carga
viral (Clarke y col., 1998) segun el momento de realizacién del tratamiento, aunque en
general se asume una accion antagonista del dcido jasmonico y el etileno contra la

respuesta antiviral mediada por acido salicilico.

La auxinas juegan un papel clave en el crecimiento vegetal y la dominancia
apical, numerosas infecciones virales ocasionan enanismo, curvatura en las hojas o
pérdida de la dominancia apical, sintomas similares a los mutantes con alteraciones en
la biosintesis o senalizacion de las auxinas (Kazan y Manners, 2009). Algunos virus
manipulan factores relacionados con las auxinas como medio para favorecer su propia
replicacién y diseminacidn, tal y como ocurre con los factores ARF, cuya disfuncién

retrasa la diseminacion sistémica y la severidad de los sintomas (Jay y col., 2011).
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La accién de las citoquininas a nivel fisiolégico se sintetiza en inducir la
proliferacion celular y retrasar la senescencia. A nivel inmunolédgico juegan un
importante papel en la resistencia frente a biotrofos junto con el acido salicilico
actuando de manera sinérgica en su ruta de sefializacion. El efecto antibiotréfo de las
citoquininas se ha descrito como dependiente del acido salicilico e incluso dosis-

dependiente (Argueso y col., 2012).

Las giberelinas participan en la germinacion, elongacion del tallo y floraciéon. Su
papel en la respuesta inmune vegetal parece depender del balance entre acido
salicilico y acido jasmonico/etileno (Robert-Seilaniantz y col., 2007). En la biosintesis de
las giberelinas participa la ent-kaureno oxidasa (Helliwell y col., 1998), esta enzima
interactla con proteinas de la cdpside viral del RDV (Rice dwarf virus) reduciendo de
este modo los niveles de GA1 y la biosintesis de fitoalexinas promoviendo la replicacién

viral (Zhuy col., 2005).

Respecto a las bases hormonales de la infeccion por PPV en Prunus los datos de
los que disponemos en la actualidad son muy escasos. Unicamente se ha estudiado el
efecto de la infeccion en los niveles de SA. La acumulacion de SA activa una serie de
proteinas reguladoras como NPR1/NIM y factores de transcripcion que controlan la
expresion de genes de defensa como los genes de las proteinas PR (Pathogens Related)

(Vallad y Goodman, 2004).

Resultados recientes de secuenciacion masiva de mRNA en plantas de
melocotonero ‘GF305’ mostraron que la respuesta temprana a la infeccién por el PPV
no parece estar mediada por SA, ya que estda asociada, como se comento con
anterioridad, a una induccion de genes implicados en la biosintesis y la sefializacién de
jasmonatos (Rubio y col., 2015). En este sentido, se sabe que la resistencia sistémica
inducida (ISR) depende de rutas reguladas por las hormonas etileno (ET) y acido
jasmonico (JA) (Vallad y Goodman, 2004). Mediante electroforesis en 2D se ha
detectado una proteina similar a la taumantina y un descenso de la mandelonitrilo
liasa (MDL) en el apoplasto del melocotonero (Diaz-Vivancos y col., 2006). En respuesta
a la infeccién por PPV la MDL descompone el mandelonitrilo en benzaldehido y
cianuro, el benzaldehido puede ser oxidado facilmente in vivo para producir acido

benzoico que es el precursor del SA. Estos datos sugieren que la disminucién de la
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actividad MDL puede generar una disminucién de la biosintesis de SA en las plantas

susceptibles inoculadas.

En este capitulo describiremos el papel de las principales hormonas
vegetales en la respuesta de distintas variedades de Prunus frente a PPV Entre
los objetivos de este capitulo encontramos describir como la infeccién viral con PPV
altera la produccion hormonal en melocotonero GF305 (susceptible) y en las
variedades de albaricoquero ‘Real Fino’ (susceptible), ‘Z506’ (susceptible) y ‘Rojo

Pasién’ (resistente).

5.2. Material vegetal

El material vegetal ensayado es el melocotonero ‘GF305’, patrdn seleccionado
en la estacion experimental de la Grande Ferrade de Buerdeos como indicador
biolégico de diferentes virus como PPV, PNRSV o ACLSV vy el albaricoquero ‘Real Fino’,
patrén de origen espaiiol muy susceptible a PPV. Sobre estos patrones se injertaron los
albaricoques ‘Rojo Pasion’ y ‘Z506-7’°. Se cultivaron siete ejemplares de cada una de
estas cuatro variedades, a tres de ellas se les inoculd6 mediante injerto en chapa el
aislado PPV RB3.30-IVIA-CEBAS, un aislado de tipo Dideron procedente de ciruelo
japonés ‘Red Beaut’ colectado en los afios ochenta en la Regiéon de Murcia vy
conservado en melocotonero ‘GF305’en la coleccién de aislados del IVIA de Valencia.
El material vegetal fue cultivado en invernadero tal y como se describe en el capitulo 2

dedicado al material y métodos.

5.3. Metodologia

Se recolectaron tres hojas de tres ejemplares de las ocho combinaciones
(‘GF305’, ‘Real Fino’, ‘Rojo Pasion’ y ‘Z5067’, control e inoculados) que habian
terminado la elongacién para obtener un homogenado (Figura 5.1) a partir del cual se

analizaron las hormonas vegetales.
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Figura 5.1. Extractos con metanol de homogenado de hojas de ‘GF305’
inoculado y sin inocular. El tubo de color verde intenso presenta mayor cantidad de
clorofila y pertenece a ‘GF305’ sin inocular, el otro tubo es de una extraccion de
‘GF305’ inoculado con PPV.

Las principales clases de fitohormonas, citoquininas (zeatina, Z, ribdsido de
zeatina, ZR e isopenteniladenina, iP), giberelinas (GA1, GA3 y GA4), la auxina acido
indolacético (AIA), acido abscisico (ABA), acido salicilico (SA), acido jamdnico (JA) y el
precursor del etileno acido 1-aminociclopropano (ACC) se extrajeron y se analizaron de
acuerdo con el método de Albacete y col. (2008; 2010) con algunas modificaciones. Un
gramo de material vegetal fresco (hoja) se homogeneizé en nitrégeno liquido y se
afiadieron 53ml de mezcla fria (-20 2C) de extraccién (metanol:agua, 80:20). La mezcla
se incubo a 4 2C durante 30 min y los sdlidos se separaron por centrifugacion (20.000 g
, 15 min, 4 2C). A continuacion se realizd una re-extraccién a 42C durante 30 min con X

ml de buffer de extraccién y los sdlidos se volvieron a separar por centrifugacién.

Los sobrenadantes de las dos extracciones que se realizaron por muestra se
combinaron y se llevaron a sequedad con un evaporador rotativo UNIVAPO
(UNIEQUIP, Planegg, Alemania). Los residuos secos se reconstituyeron afiadiendo 1 ml
de una soluciéon de metanol:agua (80:20) utilizando un bafio de ultrasonidos para

facilitar re-suspension (SELECTA, Barcelona, Spain).
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Los analisis se llevardn a cabo en un sistema de HPLC / MS consiste en un
Agilent 1100 Series HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU. ) (Figura 5.2)
equipado con una placa de L - asi inyector automatico y una bomba capilar, y
conectado a una trampa de iones Agilent XCT Plus espectrometro de masas (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU. ) utilizando un electrospray(ESI) de la interfaz.

™ af

| 3
L L. F

Figura 5.2. Equipo U-HPLC-MS/MS de ThermoFisher Scientificusado en los
andlisi hormonales

Diez microlitros (ul) de extracto se inyectaron en un sistema U-HPLC-MS
compuesto por un U-HPLC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) acoplado a
un espectrometro de masas (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) usando una
intefaz de ionizaciéon mediante electrospray (HESI). Los espectros de masa fueron
obtenidos con el sofware Xcalibur versién 2.2 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Para cuantificar los niveles de fitohormonas, se realizaron curvas de calibracion
para cada una de los compuestos analizados (1, 10, 50, and 100 pg I'*) corrigiéndose
con 10 pg I'* de estandares internos deuterados. Los porcentajes de recuperacion para

todas las hormonas analizadas oscilaron entre el 92 y el 95% (Figura 5.2.)
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5.4. Resultados y discusion

En este ensayo no fue posible la identificaciéon de algunas de las hormonas
evaluadas como RZ, iP, GA1 y ACC. La Tabla 5.1 muestra los valores de concentracién
de las hormonas detectadas en las muestras analizadas de melocotonero ‘GF305’ y en
las variedades de albaricoquero ‘Real Fino’, ‘Rojo Pasidn’y ‘Z506-7’ control e
inoculadas con PPV.

En general se observan diferencias de concentracién hormonal en las muestras
control e inoculadas de las especies de Prunus evaluadas melocotonero y

albaricoquero.

Podemos observar una gran disminucion de trans-zeatina al inocular PPV
principalmente en el melocotonero ‘GF305’ y en albaricoquero ‘Real Fino’ donde la
concentracion llega a disminuir unas 14 y 35 veces respectivamente. En el resto de
variedades de albaricoquero [‘Rojo Pasidn (resistente a PPV) y ‘Z506-7’ (susceptible a
PPV)] la disminucion de trans-zeatina es similar (2 veces aproximadamente). El efecto
de la inoculacion de PPV produce una disminucién en todos los ensayos tanto

resistentes como susceptibles.

En cuanto a las giberelinas, solo conseguimos el analisis parcial de la G3 y G4,
donde obtuvimos resultados similares entre los controles y los inoculados con PPV por
lo que aparentemente estas hormonas no tienen papel relevante en el establecimiento
de la respuesta inmune en Prunus. Ademas entre los sintomas de la sharka en este
género no se detectan alteraciones en el crecimiento ni en ninguna caracteristica

controlada por las giberelinas.

Los resultados obtenidos con el andlisis de la auxina AIA, también fueron
parciales. Entre los datos obtenidos no se encontraron diferencias entre los controles y
las plantas inoculadas con PPV en las variedades ‘Real Fino’y ‘Z506-7. Por lo tanto
podemos descartar el papel de la auxina AlA en la sintomatologia producida por PPV

en estos frutales.

La variacién en la concentracion de ABA al inocular con PPV si que fue muy
significativa entre las variedades susceptibles ‘Real Fino’y ‘Z506-7’ en comparacion con

la variedad resistente ‘Rojo Pasién’. Las variedades susceptibles presentaban valores

Universidad de Murcia CEBAS-CSIC / 123



Capitulo 5 / Cambios hormonales

similares de ABA tras la inoculacién, sin embargo en la variedad resistente disminuyd
unas cinco veces la concentracién de ABA tras la inoculacion con PPV. Por lo tanto el
ABA no participa en el establecimiento de los sintomas en este ensayo, aunque la
sharka produce en algunos casos abscisién de hojas y frutos de forma precoz y
podamos esperar un aumento de su concentracidn en las variedades susceptibles. No
obstante, el ABA parece tener un papel relevante en el establecimiento de la respuesta
inmune frente a PPV en ‘Rojo Pasidn’ que disminuye los niveles de la hormona hasta
cinco veces en comparacidon con las plantas control, siendo el Unico caso donde se

produce una disminucion significativa en la concentracién de ABA.

Tabla 5.1. Concentraciones de fitohormonas (expresados en ng-g™* de peso fresco) en el
melocotonero ‘GF305’ y en los albaricoqueros ‘Real Fino’, ‘Rojo Pasion’y ‘Z506-7’
control e inoculados con PPV. Los valores son la media de 5 repeticiones + desviacion
estdndar.

Promedios trans- GA3 GA4 Acido ABA Acido Acido
Zeatina Indolacé Salicilico Jasmonico
tico

Melocotonero

GF305 control 73,014 NF 0,134 NF NF 4,610 1,420
+10,42 +0,000 1,911 +0,598

6
GF305 inoculado 5,062 0,042 0,013 0,063 3,991 0,750 0,232
+2,356 +0,001 +0,001 +0,002 +1,135 +0,159 +0,074

Albaricoquero

Real Fino control 3,352 0,036 0,105 0,060 5,211 1,047 0,035

) +1,355 +0,000 +0,002 +0,002 *1,361 +0,099 +0,001

Real Fino inoculado 0,092 0,109 0,105 0,056 6,518 6,898 0,027
0,018 +0,002 +0,002 +0,001 +1,634 +2,819 +0,003

Rojo Pasion control 11,861 NF 0,015 0,069 2,927 1,362 0,038
+3,967 +0,001 +0,004 +0402 +0,324 +0,002

Rojo Pasién inoculado 5,038 0,085 0,008 NF 0,489 1,201 0,053
+1,189 +0,04 +0,001 +0,094 +0,220 +0,014

Z506 control 17,778 0,376 NF 0,066 2,810 1,110 0,096
15,486 +0,137 +0,003 +0,095 +0,147 +0,025

7506 inoculado 8,594 0,084 0,019 0,087 2,658 0,890 0,042
+3,648 +0,007 +0,001 +0,005 +0,292 +0,184 +0,007
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El acido salicilico presenta una importante disminuciéon en el melocotonero
‘GF30’, aunque en otros ensayos de este grupo de investigaciéon presentaba un
aumento. En cuanto al comportamiento de esta hormona en las variedades de
albaricoquero los resultados son confusos, ya que entre las variedades susceptibles
encontramos un aumento de unas seis veces tras inocular PPV en ‘Real Fino’ y una
variacion casi nula al inocular el virus en ‘Z506’, esta ultima variedad muestra niveles

similares de acido salicilico tras la inoculacion.

Los niveles esperados de acido salicilico en la variedad resistente de
albaricoquero eran altos debido a que esta hormona se considera esencial para el
establecimiento de la resistencia local y sistémica frente a un amplio nimero de

patdgenos bidtrofos y viricos en vegetales (Vlot y col., 2009)

Sin embargo el albaricoquero resistente ‘Rojo Pasidon’ no presentaba ningun
incremento en los niveles de dacido salicilico. Solo se detectd un incremento en la
concentracion de esta hormona en la variedad de albaricoquero sensible a PPV ‘Real
Fino’. Esto resultados indican que el acido salicilico por si solo no desencadena a la

respuesta inmune frente a PPV en Prunus.

Por ultimo, el dcido jasmdnico, Unicamente mostrd una importante disminucién
tras la inoculacién de PPV en ‘GF305". En cambio, en albaricoquero no se observaron

diferencias tras la inoculacidn ni en las variedades susceptibles ni en las resistentes.

Algo similar ocurre en la induccion de la floracion mediada por las dos
conformaciones del fitocromo. Teniendo en cuenta este tipo de funcionamiento
fisiolégico en plantas podemos realizar una comparacion de las hormonas analizadas
de la Tabla 5.1 en funcién de su aumento o disminucidn, para ello hemos obtenidos los
cocientes entre las plantas inoculadas con PPV y sin inocular de las variedades
sensibles (melocotonero ‘GF305’; albaricoqueros ‘Real Fino’ y ‘Z506°) y resistentes

(albaricoquero ‘Rojo Pasion’).

Los valores positivos indican un aumento de la hormona al inocular con PPV y
los valores negativos un descenso hormonal por efecto de la inoculacion. En la Tabla

5.2 se representan estos cocientes.
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Tabla 5.2. Relacidn de los valores hormonales entre plantas inoculadas y no inoculadas
de cada una de las variedades analizadas. Los valores negativos representan el
descenso en la concentracion hormonal al inocular, representa el cociente
control/inoculado. Los valores positivos indican un aumento en la concentracion de las
hormonas, se obtienen del cociente inoculado/control.

Promedios trans- GA3 GA4 Acido ABA Acido Acido
Zeatina Indolacético Salicilico Jasmadnico

Melocotonero

GF305 -14,42 NF  -10,3 NF NF 6,14 -6,12
inoculado/control
Albaricoquero

Real Fino -35,28 +3,03 -- -1,070 +1,25 +6,58 -1,29
inoculado/control
Rojo Pasion -2,35 NF  -1,87 NF -5,98 -1,55 +1,39
inoculado/control
7506 -2,06 -4,47 NF +1,261 -1,05 -1,247 -2,28

inoculado/control

Analizando la variacién (cocientes entre variedades inoculadas y no inoculadas
con PPV) conjunta de ABA, acido salicilico y acido jasmonico en las variedades
estudiadas se aprecia que la mayor diferencia entre resistencia y susceptibilidad a PPV
proviene del descenso en ABA mientras que los acidos jasmonico y salicilico se
mantienen estables, luego cabria esperar que este descenso en ABA hiciese a la
variedad resistente ‘Rojo Pasidon’mas sensible a sus propios niveles de acido salicilico o
jasmonico para el establecimiento de la resistencia frente a PPV. Por otro lado el ABA
en estados avanzados de la infeccién virica puede inducir la supresion de los ROS y de
las vias de sefializacién de los acidos salicilico y jasmodnico (Ton y col., 2009) , por lo
tanto si los niveles de ABA disminuyen se favorece la accion inmune mediada por estas
hormonas. En conclusion podemos decir que el ABA tiene un papel negativo en la

respuesta a la infeccidon en plantas con genes de resistencia frente a PPV.

Esta variacion en los perfiles hormonales establece la respuesta sistémica

adquirida (SAR).
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Ademas observamos un papel del acido salicilico, etileno (mediante el andlisis
de ACC), giberelinas, auxinas, citoquininas, acido abscisico y acido jasmodnico en el
establecimiento de la respuesta inmune frente a PPV en melocotonero ‘GF305’ y en

distintas variedades de albaricoquero.

Ademas hemos establecido relaciones entre los perfiles hormonales de las
distintas situaciones experimentales y la expresion génica obtenida en el capitulo de
transcriptémica, en concreto corroborar en Prunus si la represion de la replicacion viral
producida por el acido salicilico estda mediada por siRNA tal y como se ha descrito en

otras especies (Campos y col., 2014).

5.5. Conclusiones

I. El estudio del balance hormonal en diferentes variedades de albaricoquero y
en melocotonero GF305 control e inoculadas con PPV pusieron de
manifiesto la importante implicacion del SA y la citoquinina trans-Zeatina en

la infeccidn del virus en Prunus.

Il. Es de destacar que tras la inoculacién de la variedad de albaricoque ‘Rojo
Pasion’ con PPV se produce un descenso de los niveles de ABA que puede

ser el responsable de favorecer la seializacidn de la ruta del SA.

Ill. El descenso del ABA favorece las condiciones oxidativas dentro de la célula
lo que a su vez induce la forma monomérica del NPR1, que es capaz de ser
trascolada al nucleo e indicar la sefializacién de las respuestas mediadas por

el SA.
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6. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

A partir de los resultados obtenidos, podemos considerar el trabajo de mapeo genético
realizado con marcadores tipo SSRs como preliminar, ya que no se trata de mapas muy
saturados. Sin embargo, el fenotipado de 3 anos y el hecho de que muchos
marcadores mapeados sean polimérficos en ambos parentales le da mayor robustez y
relevancia a los QTLs detectados. Los resultados obtenidos muestran sin lugar a dudas
la gran influencia del LG 1 en la resistencia al PPV en albaricoquero en el locus

denominado PPVres.

Desde el punto de vista metodoldgico, la RNA-Seq se ha mostrado como una
herramienta muy poderosa en el analisis de la interaccién PPV/albaricoquero aunque
no parece ser la herramienta definitiva para resolver los problemas de expresion base

ni los determinantes genéticos.

La RNA-SeqgEsta es una herramienta complementaria a los estudios gendmicos con

menor cantidad de datos.

Las diferencias transcriptomicas a nivel de expresiéon de genes confirmaron que la
susceptibilidad a PPV en albaricoquero es un proceso complejo basado en la batalla
continua entre el virus (PPV) y la planta (Prunus armeniaca) a nivel de genes de
resistencia del patdégenos y a nivel de silenciamiento génico similar a la respuesta

observada en melocotonero.

La resistencia a PPV en albaricoquero es también un proceso complejo que también se
basa en una batalla continua entre el virus (PPV) y la planta (Prunus) donde los genes
MATH (control a larga distancia de los movimientos del virus) estan involucrados junto

a otros genes (efecto del fondo genético).

Otros genes candidatos implicados en la resistencia son Pleiotropic drug resistance 9
gene; Cysteine-rich secretory proteins, Antigen 5 and Pathogenesis-related 1 protein

(CAP) y Late embryogenesis abundant protein (LAE)

La respuesta de resistencia que se observa en el albaricoquero es diferente de la

respuesta que se observa en ciruelos hipersensibles resistentes.
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La respuesta hormonal [analisis de las citoquininas trans-Zeatina (Z), Ribdsido de
Zeatina (ZR) e Isopentenil Adenina (iP); las giberelinas GA1, GA3 y GA4; las auxina
Acido Indolacético (IAA); el Acido Jasmdnico (JA); ademas del Acido Abscisico (ABA), el
Acido Salicilico (SA) y el precursor del etileno Acido-1-Aminociclopropano-1-Carboxilico
(ACC)] en diferentes variedades de Prunus armenia y en melocotonero GF305 control
e inoculadas pusieron de manifiesto la importante implicacion del SA y la citoquinina

trans-Zeatina en la infeccion del virus en Prunus.

Es de destacar que tras la inoculacién de la variedad de albaricoque ‘Rojo Pasién’ con
PPV se produce un descenso de los niveles de ABA que puede ser el responsable de
favorecer la sefalizacién de la ruta del SA. El descenso del ABA favorece favorece las
condiciones oxidativas dentro de la célula lo que a su vez induce la forma monomérica
del NPR1, que es capaz de ser trascolada al nucleo e indicar la senalizacion de las

respuestas mediadas por el SA.
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