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1. INTRODUCCION

El desarrollo de marcadores moleculares en frutales, asi como en la
mayorfa de especies lefiosas, empezé aproximadamente una década més tarde
que en los cultivos herbdceos. Las primeras publicaciones sobre isoenzimas en
plantas se produjeron al final de los afios sesenta, mientras que el trabajo pionero
en Prunus de Parfitt y colaboradores no se produjo hasta 1985. El primer mapa
de RFLPs en plantas fue construido en tomate (Bernatzky y Tanksley, 1986), y
el del melocotonero no se publicé hasta 1995 por Rajapakse y colaboradores. En
el caso de los isoenzimas, este retraso se debe a que no fue posible obtener
buenos resultados hasta que se hallaron métodos eficientes para la extraccion de
enzimas (Arulsekar y Parfitt, 1986). Para los RFLPs, la complejidad y alto coste
de la técnica determinaron que los recursos necesarios se dedicaran antes a otras
especies modelo como algunas solandceas y cereales. En cambio, los marcadores
descubiertos dentro de esta década, como los RAPDs y AFLPs, se han usado en
Prunus (Gregor et al., 1994, Whetten y Dale, 1996) muy poco después. El
reconocimiento generalizado de que los marcadores eran ttiles en genética y
mejora, que ha determinado un aumento considerable de la actividad en este drea
en los dltimos afios, es la causa més probable de que se haya acelerado su
aplicacién en estas especies.

Las caracteristicas diferenciales de los cultivos lefiosos, como la larga
duracién del periodo intergeneracional, el tamafio de la planta o la estacionalidad
en la produccién de flores, frutos u hojas, hace que la seleccién con marcadores
moleculares sea particularmente interesante para la mejora de este grupo de
especies, al permitir un ahorro de tiempo, espacio y personal muy superior al
que se puede conseguir en los cultivos herbéceos.
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2. ISOENZIMAS

La aplicacién inicial de los polimorfismos isoenzimdticos fue en la
identificacion de genotipos. Con el uso de extractos de hoja de plantulas de la
descendencia de varios cruzamientos interespecificos, se pudieron distinguir
rdpidamente los hibridos verdaderos de los que no lo eran (Parfitt et al., 1985,
Chaparro et al., 1987). Los isoenzimas también se usaron para la identificacién
de cultivares de almendro (Cerezo et al., 1989), melocotonero (Messeguer et al.,
1987), cerezo (Granger, 1993), ciruelo (Byrne y Littleton, 1989), y
albaricoquero (Battistini y Sansavini, 1991), proporcionando un método
adicional para la proteccion de los derechos de obtentor, o para el control de
calidad (identidad) varietal para los viveristas.

El estudio del genotipo isoenzimdtico de grupos de cultivares de varias
especies de Prunus y el conocimiento de la herencia de los isoenzimas
polimérficos permitié el andlisis comparativo de la variacién genética dentro y
entre especies (Byrne, 1990). Tal como se ha encontrado en otros casos, existe
en frutales una correlacién entre el sistema de cruzamiento y el nivel de
variabilidad, siendo este alto en las especies con sistemas de
autoincompatibilidad (almendro, cerezo y ciruelo), bajo en las autocompatibles
(melocotén), e intermedio en el albaricoquero especie en la que hay muchos
cultivares autocompatibles. Por otra parte, la distribuciéon de las frecuencias
genotipicas en los cultivares analizados de almendro y melocotonero eran
similares a las esperadas en una situacién de panmixia (Arulsekar et al., 1986).

Los isoenzimas se han aplicado al estudio del movimiento del polen en
condiciones agricolas con el objetivo de determinar la proporcién de alogamia
en melocotonero (Miller et al., 1989), y la migracién del polen en una plantacién
comercial de almendro (Jackson y Clarke, 1991). Estos marcadores son ideales
para el andlisis genético en especies poliploides, y fueron usados por Beaver y
Iezzoni (1993) para confirmar la hipétesis de un origen alotetraploide del cerezo
tetraploide, usando para ello la segregacion de siete genes isoenzimadticos.

3. MARCADORES DE ADN

Los marcadores de ADN son mucho mds efectivos que los isoenzimas
para la caracterizacion del genomio y para el etiquetado de genes, ya que
resuelven el problema de la limitacion del nimero de marcadores asociada a
estos (raramente se han descrito mas de 10-20 isoenzimas polimdérficos en una
especie determinada). Los métodos para la deteccién de RFLPs son complejos,
implicando la elaboracién de genotecas, mantenimiento de sondas, extraccién de
cantidades considerables de ADN de buena calidad, ademds de un proceso largo
y laborioso de la propia técnica de deteccién de los marcadores. La calidad de
los RFLPs es excelente, especialmente en lo que se refiere a su expresién
codominante, y a su repetibilidad dentro de una especie y entre especies
relacionadas. Los RAPDs se obtienen por métodos mucho mds rdpidos y
simples, mds adaptados a aplicaciones rutinarias asociadas a la mejora genética y
también adecuados para la localizacién de marcadores ligados a genes concretos
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en ausencia de mapas genéticos. Su expresion dominante y su poca
reproducibilidad entre progenies de la misma especie los hace menos indicados
para el mapado. Otros marcadores derivados de la PCR (SCARs, SSRs) mejoran
la calidad de los RAPDs, y parecen los marcadores ideales para la mejora,
aunque el coste necesario para su desarrollo es elevado. Los AFLPs se obtienen
con un método que se basa en la misma fuente de generacién de polimorfismos
que los RFLPs (fragmentos obtenidos a partir de la digestion del ADN nuclear
con enzimas de restriccién), y en el uso de la PCR como procedimiento de
seleccién de una parte de estos fragmentos. Los AFLPs son de mejor calidad que
los RAPDs y comparten con ellos que pueden obtenerse muchos en poco tiempo,
por lo que prometen ser muy dtiles para encontrar marcadores proximos a genes
de interés. Sin embargo, la complejidad del método hace que para su uso
rutinario tengan que convertirse en otros (tipo SCARs) que puedan resolverse
con una simple reaccién de PCR.

4. MAPAS GENETICOS CON MARCADORES EN
PRUNUS

La mayor parte de los mapas que han sido elaborados hasta el momento
en Prunus se basan en los marcadores RFLP y RAPD. Excepcionalmente, un
mapa con un gran nimero de isoenzimas ha sido construido en cerezo (Boskovic
y Tobutt, 1994). Las principales caracteristicas de estos mapas se resumen en la
Tabla I.

Las descendencias usadas para la construccién de estos mapas provienen
de cruzamientos inter e intraespecificos. En aquellos se busca un alto nivel de
polimorfismo, que facilitard posteriormente la construccién del mapa. Esto es
particularmente importante en el caso del melocotonero dado su bajo nivel de
polimorfismo: solamente el 20% de las sondas usadas por Rajapakse et al.
(1995) segregaban en una F2 intraespecifica. Este problema parece menos critico
en el caso de los RAPDs, porque es posible estudiar muchos mds marcadores en
relativamente menos tiempo y esfuerzo que con RFLPs o isoenzimas.

La poblacién de mejora mds comin en frutales es la descendencia del
cruzamiento entre dos individuos no relacionados y parcialmente heterozigotos,
llamada F1 segregante o también doble pseudo-retrocruzamiento. Muchas de las
poblaciones para mapado son de este tipo (Tabla I). Las poblaciones F1 plantean
algunos problemas especificos para su andlisis, ya que: a) el ligamiento tiene que
estimarse para todos los pares de loci que segregan de cuatro maneras posibles
(1:1, 1:2:1, 3:1 y 1:1:1:1), y b) la fase de los parentales es desconocida, de modo
que en las segregaciones del tipo 1:2:1 y 3:1, tienen que considerarse todas las
configuraciones de acoplamiento y repulsién para cada parental, incluso Ia
configuracion acoplamiento x repulsién que no se produce en ningiin otro tipo
de cruzamiento. En las descendencias F1 se construyen dos mapas, cada uno con
todos los loci heterocigoticos en uno de los dos parentales. Los loci
heterocigotos en ambos padres (segregaciones 3:1, 1:2:1 y 1:1:1:1) sirven como
“puentes” entre los dos mapas y permiten compararlos.
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Tabla I. Mapas de marcadores moleculares construidos en frutales del género
Prunus.

Descen- N Grupos
dencia liga-
‘ ' miento®

15 (311+9)

callos
haploides

@ M=morfolégico; I=isoenzimas; RE=RFLPs; RA=RAPDs

™ En paréntesis, numero de grupos de ligamiento homologos (II) + grupos de homologia
desconocida

© Distancias medidas con la transformacién de Kosambi excepto en * que se midieron como % de
recombinacién y en ** que se midieron con la transformacién de Haldane.

+ Distancia total de los mapas de los dos parentales. - datos desconocidos

Cuando se wusan marcadores dominantes como los RAPD en
descendencias F2 también es preciso elaborar dos mapas (Chaparro et al., 1994).
Ello es debido a que es dificil estimar el ligamiento entre loci que estdn en
repulsién, y cada uno de los dos mapas contiene solamente los loci en
acoplamiento. Los dos mapas pueden compararse usando los loci codominantes
como “puentes”.
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5. MARCADORES LIGADOS A GENES MAYORES Y
QTL

Existen ya datos sobre andlisis de la cosegregacion entre los marcadores
usados para la elaboracién de mapas y algunos genes mayores. Esto ha permitido
la localizacién de marcadores utiles para su seleccién. Algunos de estos
caracteres tienen poco interés en mejora o pueden ser detectados rdpida y
facilmente sin la ayuda de marcadores. Todos ellos estan relacionados en la
Tabla II con especificacion de su distancia genética a los marcadores mas
proéximos.

Tabla II. Ligamientos conocidos entre caracteres morfolégicos y marcadores

_ Caricter

-

IRTA-Cabrils '

(no pub.) ‘
Chaparro et al. (1994)
Chaparro et al. (1994)
Foolad et al. (1995)

Ditlewanger et
(1996)
Dirlewanger
{com. pe ;s,)

. e
autoincompatibilidad

Imendra dulce/amarga

IRTA-Cabrils  (no
ub.) :
Tobutt y Nicoll (1992)

Lecouls (1996)

@ Jzisoenzimas; RE=RFLPs; RA=RAPDs. En paréntesis nimero de marcadores
ligados

® Marcadores localizados por estudios de cosegregacion con los mapas (Mapa),
por el método del ‘bulk segregant analysis’ (BSA), o a partir de la secuencia del
mismo gen (Gen)
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El método de andlisis de mezclas de ADN o ‘bulk segregant analysis’
(BSA) se ha usado como una aproximacién alternativa al etiquetado de genes
con marcadores. Chaparro et al. (1994) encontraron marcadores ligados a dos
genes, uno codominante (Mdh-1) y el otro con dominancia incompleta (Gr/gr)
después de examinar los RAPDs obtenidos con 170 cebadores en una poblacién
F2. Sin embargo, la bisqueda de marcadores fue infructuosa para otros dos
genes dominantes. Estos resultados pueden explicarse teniendo en cuenta que en
descendencias F2 este método es dos veces mds eficiente si el gen es
codominante que si es dominante. El BSA fue usado también por nuestro grupo
para encontrar marcadores para los genes que determinan el sabor de la almendra
(dulce o amargo) (D/d) y la autocompatibilidad (Sf/S), usando 60 plantas de dos
descendencias F1 segregantes. Después de estudiar 400 cebadores, encontramos
dos marcadores para D, pero ninguno para Sf. La no localizacién de marcadores
para este gen puede explicarse en parte por la naturaleza dominante de este
cardcter y por la menor eficiencia de la descendencia F1 segregante para la BSA
en comparacién con una F2 o un retrocruzamiento. La BSA ha demostrado ser
Gtil en muchos otros casos, pero la expresién y tipo de segregacion del caricter,
asi como el tipo de descendencia utilizados son aspectos criticos para la
obtencién de buenos resultados.

Hay muy pocos datos atin sobre el andlisis de caracteres cuantitativos con
marcadores en Prunus. Dirlewanger et al. (1995) encontraron algunos QTLs tras
el andlisis de la cosegregacién entre marcadores y la resistencia a Taphrina
deformans, Sphaeroteca pannosa y Myzus persicae en un cruzamiento entre
melocotonero y P. davidiana. El cardcter de la dureza de la cdscara ha sido
también analizado en el cruzamiento entre las variedades de almendro
‘Ferragnes’ y ‘Tuono’ (ver Tabla II), y un QTL que explicaba la mayor parte de
la varianza de este cardcter fue localizado en una zona homdloga del grupo de
ligamiento 2 del mapa de ambos cultivares. Cuando se analizé este cardcter
como si fuera debido a la accién de un solo gen, este se situé en la misma
posicion que el QTL ya mencionado. No descartamos que otros genes puedan
tener un efecto menor en la herencia de este cardcter, pero el pequefio tamafio de
la poblacién usada (60 individuos) impidié un andlisis en mayor detalle.

6. MAPADO COMPARATIVO

La construccién de mapas de ligamiento ha permitido la comparacién
entre genomios de especies proximas y lejanas. Los frutales del género Prunus
tienen probablemente una organizacién del genomio muy parecida, ya que
comparten el mismo nimero bésico de cromosomas, uno de los contenidos de
ADN mids pequefios de las especies cultivadas (aproximadamente dos veces el
de Arabidopsis) y ademds es posible producir hibridos interespecificos fértiles
entre algunas de estas especies.

Las comparaciones de mapas requieren el uso de marcadores homélogos.
Los isoenzimas y RFLPs son adecuados para tales comparaciones, pero el
establecimiento de homologias es mds problemdtico con marcadores RAPD.
Existen claras similaridades entre los grupos de ligamiento obtenidos con
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isoenzimas en diferentes especies de Prunus (Arus et al., 1994a). Sin embargo,
la mayor parte de los mapas de RFLPs se han construido con sondas diferentes y
no pueden compararse. Una excepcién son los mapas elaborados por nuestro
grupo en almendro y almendro x melocotonero, donde fue posible comparar 66
loci homélogos. Todos ellos han sido localizados en los mismos grupos de
ligamiento, generalmente en el mismo orden. Los pocos cambios de orden
observados correspondieron a loci estrechamente ligados, lo que se debe mas
probablemente a errores en la estimacion de la posicién relativa de estos loci,
que a cualquier tipo de cambio estructural. El tamafio de los mapas fue también
parecido (=500cM) y no se encontraron diferencias significativas entre las
distancias genéticas de los marcadores homdlogos mds alejados dentro de cada
grupo de ligamiento, sugiriendo que los niveles de recombinacién también son
similares.

7. CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares han proporcionado una enorme cantidad de
informacién genética en los cultivos frutales, permitiendo su uso en
identificacion de genotipos y en la evaluacién de la diversidad genética de este
grupo de especies. También se han usado para la construcciéon de mapas
genéticos, con los que se han localizado marcadores ligados a varios genes de
interés en mejora. Es de esperar que en los préximos afios se obtengan muchos
mds resultados de este tipo que permitan la seleccion asistida con marcadores
para la mayorfa de los caracteres valiosos de estas especies.

Para que estos resultados puedan obtenerse, es critico que se pueda
disponer de las progenies adecuadas con las que estudiar la cosegregacién
marcadores-caracteres agronémicos, es decir, poblaciones suficientemente
grandes (150-200 individuos como minimo si hay que estudiar caracteres
cuantitativos), no seleccionadas, segregando para los caracteres de interés, y con
una edad suficiente como para que los caracteres de flor, fruto y vegetativos
puedan medirse adecuadamente. Idealmente, para un cardcter determinado,
deberian analizarse dos o mds poblaciones de diferentes origenes durante varios
afios para tener datos completos y fiables. Es dificil encontrar descendencias con
estas caracteristicas, y si no estdn disponibles, crearlas requiere un periodo de
tiempo muy largo (6-7 afios), por lo que son un factor limitante ya que los
resultados a corto plazo pueden solamente obtenerse con las poblaciones que ya
existen.

Dado que los genomios de Prunus son probablemente muy similares
tanto a nivel de sintenia entre cromosomas, como de homologia de ADN, lo que
es seguramente cierto también para otras especies cultivadas de la familia de las
rosdceas (manzano, fresén), la posicion de genes que afectan a algunos
caracteres clave puede ser la misma en diferentes especies, y los marcadores que
se desarrollen en una especie serdn probablemente ttiles en otras.

La semejanza genética entre especies mds la dificultad de encontrar
poblaciones de mejora deberia animar a la colaboracién entre mejoradores y
grupos de investigacién que trabajan en marcadores moleculares aplicados a la
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mejora de frutales. Algunos proyectos europeos, uno de ellos en Prunus (Ards et
al., 1994b), pretende la construccién de mapas de ligamiento usando
marcadores y poblaciones comunes. Otros proyectos con objetivos similares
estdn en marcha actualmente en manzano y olivo. Los grupos de investigacién
Europeos, Norteamericanos y de otros paises que trabajan en Prunus y en
manzano, han intercambiado sondas para RFLPs. Los marcadores obtenidos con
estas sondas dardn lugar a loci homdlogos entre los mapas existentes,
permitiendo la unificacién y uso comiin de la informacién contenida en cada uno
de ellos. Estas iniciativas deberian ser potenciadas, ya que acelerardn y
simplificardn la obtencién de resultados ttiles para la seleccién asistida por
marcadores en frutales.
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