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ABREVIACIONS

A: Adenina.

ADN: Acid desoxiribonucleic.

ADNCc: Acid desoxiribonucleic complementari.
AFLPs: Amplified Fragment Length
Polymorphism.

APS: Persulfat d’amoni.

ARN: Acid ribonucleic.

BAC: Bacterial artificial chromosome.

BC: Retroencreuament.

C: Citosina.

CAPS: Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence.

CIM: Mapatge per intervals compost —
Composite interval mapping.

cM: Centimorgan.

CTAB: Bromur de cetiltrimetilamoni.

cv: Cultivar.

dNTPs: Desoxiribonucleotids trifosfat.
ddNTPs: Dideoxiribonucleotids trifosfat.
EDTA: Acid etilendiamino tetraacétic.

Eg4: Endo-B-1,4-glucanasa (EC 3.2.1.4).
EST: Expressed Sequence Tag.

F3’h: Flavonoid 3'-monooxigenasa

(EC 1.14.13.21).

Fk1: Fructoquinasa 1 (EC 2.7.1.4).

G: Guanina.

g: Grams.

GC: Gen candidat.

GDR: Gernome Database for Rosaceae.

Hk2: Hexoquinasa 2 (EC 2.7.1.1).

HRM: High resolution melting.

HPLC: Cromatografia de liquids d'alta pressio.
IM: Mapatge per intervals — Interval mapping.
Indel: Insercio/delecio.

Kb: Quilobase.

LDH: Linies diplohaploides.

LOD: Logaritme en base 10 de OR.

LRS: Metode de maxima versemblanca -
Likelihood ratio statistic.

LTP: Proteina de transferéncia lipidica.

M: Molar.

MAS: Seleccio assistida per marcadors.

Mb: Megabase.

mg: Mil-ligram.

min: Minut.

Hg: Microgram.

mL: Mil-lilitre.

HL: Microlitres.

HCi: Microcuris.

mM: Mil-limolar.

HM: Micromolar.

nm: Nanometre.

ng: Nanogram.

nM: Nanomolar.

OR: Oportunitat relativa — odds ratio.

pb: Parell de bases.

pg: Picogram.

PCR: Reacci6 en cadena de la polimerasa.

PI1: Pectat liasa 1 (EC 4.2.2.2).

PR: Proteina relacionada amb la patogénesi.

PRF: Profilina.

QTL: Locus de caracter quantitatiu.

RAPDs: Random Amplified Polymorphic DNA.
RFLPs: Polimorfisme en la longitud dels
fragments de restriccio — Restriction fragment
length Polymorphism.

RILs: Linies consanguinies recombinants —
Recombinant inbred lines.

RMN: Ressonancia magnética nuclear.

RosCOS: Rosaceae conserved ortholog
sequence.

r: Freqliencia de recombinacio.

rpm: Revolucions per minut.

seg: Segons.

SNP: Polimorfisme de nucledtid simple — Single
nucleotide polymorphism.

SSR: Simple sequence repeat.

Sus1: Sacarosa sintasa 1 (EC 2.4.1.13).

T: Timina.

t: Temps d’extensio.



Ta: Temperatura aparellament. TLP: Proteina tipus taumatina.
TA: Temperatura ambient. x: Nombre de cromosomes per genoma
TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina. haploide.
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A mesura que I'home va anar coneixent i apreciant els fruits dels arbres silvestres, va
iniciar-ne el conreu prop del lloc on habitava a fi de tenir fruita a I'abast de manera
més segura i comoda. Més tard, en intensificar-se el comerg i l'intercanvi entre els
diferents pobles, els arbres fruiters més apreciats es van anar escampant per totes
aquelles regions en les quals les condicions ambientals eren favorables per al seu
desenvolupament. Tot i aixi, els conreus eren basicament destinats al consum familiar

0 a I'abastament dels mercats més propers.

La substitucid d'un conreu enfocat principalment a I'autoconsum per un model
d’explotacid a gran escala ha tingut lloc de forma forca recent al nostre pais. Des de
principis del segle XX, una demanda creixent per part dels consumidors ha forgat una
modernitzacié dels conreus i una seleccié de les varietats més adequades. Millorar les
caracteristiques agronomiques per tal de suplir les demandes dels consumidors i,
alhora, aportar beneficis als agricultors i a la industria sén els principals objectius dels
programes de millora. Entendre la base genéetica que controla els caracters
comercialment importants permet als milloradors fer la seva feina de manera més

eficient, és a dir, estalviant temps i diners.

1. EL PRESSEGUER COM A OBJECTE D’ESTUDI

1.1 POSICIO TAXONOMICA

El pressequer, Prunus persica (L.) Batsch, és un arbre que pertany a la familia de les
rosacies (Rosaceae) que compren al voltant de 3000 espécies agrupades en més de

100 generes (Dirlewanger et al. 2002).

Tradicionalment aquesta familia s’ha dividit en quatre subfamilies, basant-se en les
caracteristiques de floracio i fructificacid: Rosoideae (Rosa, Fragaria, Potentillai Rubus;
fruit=aqueni; x=7, 8 o 9), Prunoideae (Prunus, fruit=drupa; x=8), Spiraecoideae
(Spirea; fruit=fol'licle o capsula; x=9) i Maloideae (Malus, Pyrus i Cotoneaster,
fruit=pom; x=17) (Potter et al. 2002). No obstant, estudis filogenétics recents
permeten dividir la familia Rosaceae en tres noves subfamilies en base a la informacio

obtinguda a partir de la seqiiencia de sis gens nuclears i quatre gens cloroplastics.



Aquesta recent subdivisio inclou Dryadoideae (inclou Cercocarpus, Dryas i Purshia,
x=9), Rosoideae (inclou Fragaria, Potentilla, Rosa, Rubus i altres; x=7) i Spiraecoideae
(inclou varies espécies amb nombres de cromosomes x=8, 9, 15 o 17) (Potter et al.
2007; Figura 1). D'acord amb aquesta darrera classificacid, els grups taxonomics que
formaven part de Maloideae i Prunoideae es classifiquen dins la subfamilia
Spiraeoideae, amb el génere Malus localitzat en la tribu Pyreae i Prunus en la tribu
Amygdaleae (Potter et al. 2007).
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Figura 1: Arbre filogenétic de la familia Rosaceae, en el que es pot apreciar la posicid
d’algunes espécies econdomicament importants. Les tres subfamilies proposades per Potter et al.
(2007) apareixen en el marge dret. Dry, Dryadoideae. En I'analisi filogenética també s'utilitzaren
espécies representatives de la familia Rhamnaceae (Rh) (Adaptat de Schulaev et al. 2008).
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El génere Prunus agrupa un nombre important d'especies d'arbres en els que el seu
fruit, en forma de drupa, presenta la llavor protegida a linterior d'un endocarp
lignificat. Dins del genere destaquen especies d’una important rellevancia economica
com el presseguer (Prunus persica), la prunera (P. domestica), la prunera japonesa (~.
salicina), I'albercoquer (P. armeniaca), el guinder (P. cerasus), el cirerer (P. avium) i
I'ametller (P. dulcis). Altres espécies com P. davidiana, P. ferganensis, P. kansuensis, P.
cerasifera i P. mira, que presenten fruits de poca qualitat, destaquen per la seva
capacitat d’adaptacié enfront nombroses condicions d’estres, tan d’origen bidtic com
abiotic. Aquestes caracteristiques els hi confereixen un paper agrondomic com a
portaempelts o bé com a germoplasma a partir del qual incorporar aquests caracters a

les noves varietats dels conreus més importants.

1.2 ORIGEN I DISTRIBUCIO DEL PRESSEGUER

L'origen del presseguer s’ha situat a la Xina (Wang i Zuang, 2001), concretament a la
conca del riu Tarim, en la que s’han trobat indicis del seu cultiu que daten entre el
3300 i el 2500 aC. (Faust i Timon, 1995). Es en aquesta regi6 on encara podem trobar
presseguers en estat salvatge i on I'especie presenta la maxima biodiversitat genetica
(Yoon et al. 2006). Des d‘alla, seguint les rutes comercials entre orient i occident,
hauria arribat a Europa a través de I'antiga Persia (Republica Islamica d'Iran). No va
ser fins segles més tard que la colonitzacié espanyola i portuguesa en primera
instancia i, posteriorment, I'anglesa introduiren el presseguer al continent america
(Hesse, 1975; Faust i Timon, 1995; Scorza i Sherman, 1996). A mitjans del segle XX,
comencaren als Estats Units d’America (EUA) els programes de millora moderna
d’'aquesta espécie, usant com a material de partida algunes varietats conreades en
aquest pais i amb la introducci6 de nou germoplasma d'origen xines. Aquests
programes van tenir molt d'éxit i d'ells en deriven la major part dels cultivars
comercials utilitzats en els programes de millora actuals a Europa i els EUA. Aix0 ha
generat una reduccié drastica de la variabilitat genética d’aquests materials. Per tant, i
malgrat la variabilitat existent en l'espécie és més gran, la base genetica del
presseguer cultivat actualment resulta forga limitada (Okie et al. 1985; Scorza et al.
1985).



1.3 IMPORTANCIA ECONOMICA

El cultiu del presseguer esta adaptat a les zones temperades i subtropicals del planeta,
una franja que s’estén entre els 30° latitud nord i els 45° sud (Hesse, 1975; Scorza i
Sherman, 1996; Badenes et al. 1998). La produccid mundial de préssec i nectarina va
superar els 18 milions de tones al 2008, essent la tercera fruita dolga més produida a
nivell mundial després de la poma i la pera. Entre els principals productors de préssec i
nectarina trobem la Xina (8,329,329 tones), Italia (1,589,118 tones) i els Estats Units
d’America (1,302,536 tones) (FAOSTAT, 2010) (Figura 2).

> 8.000.000

Figura 2: Distribucié de la produccié mundial de préssec/nectarina durant I'any 2008 (Font:
FAOSTAT, 2010).

A nivell europeu la produccié de préssec ocupa una extensié de 275,387 hectarees i
genera més de 4 milions de tones. La produccié es concentra quasi exclusivament en
els paisos de |I'area mediterrania: Italia, Espanya, Grécia i Franca, ja que el risc de
gelades és inferior que als paisos del nord d’Europa, on el seu conreu és poc important

i es destina quasi exclusivament a I'autoconsum.

Espanya és actualment el segon productor europeu i quart a nivell mundial, amb una

produccié de 1,159,300 tones (MARM, 2010). A Catalunya, el préssec és juntament



amb la pera i la poma, I'especie de fruita dolca més important, ocupant una superficie
de 17,263 hectarees i una produccié de 343,866 tones (DAR 2010).

Tanmateix, entre totes les especies de fruiters, el presseguer és segurament la que té
un major dinamisme, amb I'aparicid de més de 500 novetats comercials en la darrera
decada del segle XX (Fideghelli et al. 1998). Aquest dinamisme sembla veure’s afavorit
pel fet que els consumidors no solen fixar-se en la varietat que consumeixen i, per
tant, mostren una flexibilitat a I'evolucié del mercat (Scorza i Okie, 1990). Alhora, el
desenvolupament de noves varietats permet un aprovisionament continuat dels
mercats des del mes de maig fins a l'octubre i una substitucié progressiva de les
varietats classiques per altres que presenten una qualitat global (coloracid, gust,

calibre, fermesa) de major interés.

2. GENETICA DEL PRESSEGUER

El presseguer, degut a la mida reduida del seu genoma, la seva proximitat genetica a
altres espécies de gran importancia economica com la pomera, I'ametller,
I'albercoquer, la maduixa o el roser, entre altres (Dirlewanger et al. 2004), i el seu
relativament curt estadi juvenil (dos o tres anys) fa que sigui considerat model tant pel
genere Prunus (Abbott et al. 2002; Schulaev et al. 2008) com per la familia sencera de

les Rosacies (Sosinski et at. 2000).

Des d'un punt de vista genétic, el presseguer és una especie diploide amb x=8
(Jelenkovick i Harrington, 1972) i un genoma petit, d’‘aproximadament 0.30 £ 0.02 pg
d’ADN per nucli haploide o 300 Mb (Baird et al. 1994), practicament el doble de la
mida del genoma d'Arabidopsis (Arumuganathan i Earle, 1991), perd més petit que el
genoma de Populus i Malus, aquest Ultim recentment seqiienciat (Tuskan et al. 2006;
Velasco et al. 2010).

El presseguer és autocompatible i encara que és preferentment autdgam pot presentar
un cert grau de pol-linitzacié creuada. L'existéncia de pol*linitzacié creuada té efectes
en els programes de millora, no només per la necessitat de controlar la pol-linitzacié
dels individus, sind també per la possible contribucié en I'augment de I'heterozigositat i

el manteniment dels nivells de variabilitat genetica (Byrne, 1990).



3. MARCADORS GENETICS

Un marcador genetic és qualsevol polimorfisme genétic d’heréncia mendeliana simple.
Un marcador genétic ideal ha de ser selectivament neutre (no epistatic), reproduible i
independent de les variacions ambientals, altament polimorfic (molts al‘lels a
freqliencies intermédies), codominant (permet diferenciar els dos genotips homozigots
entre ells i de I'heterozigot) i discriminant (permet detectar diferencies entre individus

estretament relacionats).

Els requeriments especifics de cadascuna de les aplicacions condicionara la utilitzacio

d’un tipus o altre de marcador.

3.1 MARCADORS MORFOLOGICS

Els primers marcadors que es van utilitzar van ser aquells basats en les diferéncies
fenotipiques. Els trets morfologics controlats per un sol gen poden ser utilitzats com a
marcadors si la seva expressio resulta primerenca, reproduible en qualsevol ambient i
estan estretament lligats amb el caracter d’interes. No obstant, a més de ser escassos,
presenten un important nombre de limitacions: nivells baixos de polimorfisme,
pliotropia (el mateix gen afecta diversos caracters), epistasi (altres gens interfereixen

en l'expressid d'aquest gen) i alguns son deleteris.

En aquest sentit, el presseguer és I'especie del genere Prunus millor caracteritzada
amb un elevat nombre de gens amb heréncia mendeliana que controlen caracters

agronomicament importants (Hesse, 1975; Monet et al. 1996) (Taula 1).

3.2 MARCADORS BIOQUIMICS

Els marcadors bioquimics es basen en la variacid genética de les proteines. Els més
important son els isoenzims, que van ser descrits per primera vegada al 1957 (Hunter i
Marker, 1957) com a variants d'un mateix enzim presents en un mateix individu.

Aquesta definicié engloba aquelles variants que son producte de diferents gens i que



per tant representen diferents loci (isoenzims), i aquelles que deriven de diferents

al*lels d'un mateix gen (al*loenzims).

Taula 1: Alguns caracters morfologics determinats per gens majors descrits al presseguer

Caracter

Simbol

Referéncies

Androesterilitat

Color de la flor
Flor doble
Forma del pétal

Acidesa

Adhesi6 de la carn

Vellositat de la pell

Color de la carn

Color de la pell

Coloraci6 al voltant del pinyol
Forma del fruit

Gust de la llavor

Pistil policarpel*lar

Textura de la carn

Coloraci6 de la fulla
Evergrowing
Forma de la fulla
Glandules foliars

Resisténcia a M. incognita
Resisténcia a M. javanica
Resistencia a S, panosa

Caracters que afecten la flor

(fertil/esteril) Ps
(rosa/rosa pal-lid) Fc
(senzilla/doble) D/
(showy/non-showy) Sh
Caracters que afecten al fruit
(acid/subacid) D
(clingstone/freestone) F
(préssec/nectarina) G
(blanc/groc) Y
(vermell/verd) Sc
(vermell/blanc) Cs
(plana/arrodonida) S*
(amarga/dolca) Sk
(mono/poli) Pcp
(fibrosa/fina) M
Caracters que afecten a les fulles

(vermell/verd) Gr
(caducifoli/perennifoli) Evg
(estreta/ampla) N
(reniformes/globoses) E

Resisténcia a patogens

(resistent/susceptible) Mi
(resistent/susceptible) Mj
(resistent/susceptible) Sf

Scott i Weinberg, 1944;
Chaparro et al. 1994
Yamamoto et al. 2001
Lammerts, 1945

Bailey i French, 1942

Monet, 1979

Bailey i French, 1949
Blake, 1932

Connors, 1920
Yamamoto et al. 2001
Yamamoto et al. 2001
Lesley, 1939

Werner i Creller, 1997
Bliss et al. 2002
Bailey i French, 1949

Blake, 1937
Rodriguez et al. 1994
Yamamoto et al. 2001
Connors, 1920

Weinberg et al. 1943
Sharpe et al. 1970
Dabov, 1983

Malgrat catalitzar la mateixa reaccid, aquests enzims presenten variacions en la

seqliéncia aminoacidica que provoquen divergéncies en els parametres fisics (carrega,

pl, estructura...), cinétics (Kw, Vmax ...) i €n les propietats de regulacié; el que fa

possible discriminar entre les diferents isoformes, normalment per mitja de la seva

separacid per electroforesi.



Tanmateix, en aquests moments, els isoenzims han estat ampliament superats per
altres marcadors basats en la seqiiéncia de I'ADN. No obstant, se segueixen situant
entre els marcadors de bona qualitat més rapids i economics de desenvolupar. La seva
limitacié fonamental és que tant el nombre de sistemes enzimatics com el nivell de

polimorfisme dels mateixos resulta baix.

3.3 MARCADORS MOLECULARS

El desenvolupament dels marcadors moleculars, basats en I'analisi de la variabilitat de
I'ADN ha permes solucionar, en gran part, les mancances que presenten la resta de
marcadors, ja que es tracta de marcadors que es poden trobar en un nombre
practicament il*limitat, es distribueixen homogéniament en el genoma i no estan

influits per I'ambient ni solen interaccionar entre ells (Tanksley et al. 1989).

3.3.1 RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms)

Els RFLPs es van desenvolupar a principis dels anys 80 i es van aplicar inicialment a
I'estudi del genoma huma (Botstein et al. 1980; Wyman i White, 1980). El primer mapa
genetic obtingut en plantes mitjancant RFLPs es va construir anys més tard en

tomaquet (Bernatzky i Tanksley, 1986).

Aquests marcadors es basen en la deteccid del polimorfisme generat a partir de la
digestio de I’ADN genomic amb enzims de restriccid. El polimorfisme, provocat per la
variacié de les dianes de restriccid, es detecta per la metodologia Southern blot
(transferéncia, hibridacid i deteccié de I'ADN genomic mitjancant sondes radioactives) i

acostuma a ser codominant.

Els RFLPs resolen el problema del baix nombre de marcadors dels isoenzims, pel que
suposen una eina molt util per a la caracteritzacid de la variabilitat en col*leccions de
germoplasma o pel desenvolupament dels primers mapes de lligament en fruiters
(Baird et at. 1996). A més, una de les propietats més importants dels RFLPs és la seva

transportabilitat, és a dir, la possibilitat d'utilitzar els marcadors mapats en una
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poblacié per estudis de lligament en altres poblacions o inclis en altres espécies més o

menys properes.

Entre els seus inconvenients destaquen la lentitud, la complexitat i I'elevat cost de la
metodologia (Staub et al. 1996). A més, en especies autdbgames o amb un elevat nivell
d’endogamia poden resultar poc informatius, ja que en aquests casos molts RFLPs
poden ser monomorfics (Baird et at. 1996).

3.3.2 RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA)

Els RAPDs van ser els primers marcadors basats en la reaccid en cadena de la
polimerasa (Polymerase Chain Reaction o PCR). Els RAPDs son fragments aleatoris i
curts (200-2000 pb) del genoma que s’amplifiquen a partir encebadors curts, d'uns 10
nucledtids. L'analisi dels fragments amplificats es realitza mitjancant electroforesi en

els, generalment d’agarosa.
I

El polimorfisme es deu basicament a diferéncies en el lloc d'ancoratge dels encebadors
o bé a insercions/delecions (indel) en la regid6 compresa entre dos d'ells. A diferéncia
dels RFLPs, els RAPDs son majoritariament marcadors dominants — detecten
I'existencia o no d'un fragment amplificat, el que no permet discriminar I'homozigot,

que té dues copies d’aquest fragment, de I'heterozigot que només en té una —.

El seu principal inconvenient a més de la dominancia és la baixa reproductibilitat del
patré de bandes obtingut, degut principalment a la mida reduida dels encebadors i a la
baixa temperatura d'hibridaci6 emprada en la PCR (normalment 35°C) (Skroch i
Nienhuis, 1995).

3.3.3 AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms)

A mitjans de la década dels 90 es van introduir el marcadors de tipus AFLPs, un
sistema que combina la digestié amb enzims de restriccié usada als RFLPs i la PCR.
Tanmateix, tot i ser un métode basat en la PCR, el polimorfisme que es detecta sorgeix

de les variacions existents en les dianes de restriccid (Vos et al. 1995). La metodologia
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de deteccid consisteix en una digestié de ’ADN genomic amb dos enzims de restriccid,
generalment Msel i EcoRI. El primer és un enzim de tall freqiient, ja que té una diana
de només quatre nucledtids (TITAA). En canvi, EcoRI reconeix sis nucleotids
(GYAATTC) i, a diferéncia d’altres enzims, és insensible a la metilacié de la citosina.
S’ha suggerit que la sensibilitat de I'enzim a la metilacié pot influir en la distribucié dels
AFLPs en el genoma (Young et al. 1999); conseqiientment la utilitzacid d’AFLPs
obtinguts a partir de la digestié amb diferents enzims de restriccidé pot contribuir a una
millor cobertura del genoma (Young et al. 1999; Rajapakse et al. 2001). Els fragments
obtinguts a partir de la digestiéo de I'ADN genomic son lligats a adaptadors especifics
als talls generats pels enzims de restriccid i, posteriorment, amplificats en dos passos
successius. Finalment, els fragments amplificats se separen mitjancant electroforesi en
gels d'acrilamida en condicions desnaturalitzants. Generalment, la interpretacié dels
resultats és del tipus presencia o absencia del producte amplificat, resultant doncs
marcadors dominants. Utilitzant combinacions d’encebadors amb diferents bases
selectives o emprant diferents enzims de restriccid amb els seus corresponents
adaptadors podem disposar d'un nombre practicament il-limitat de marcadors (Garcia-
Mas et al. 2001).

Els AFLPs tenen un elevat grau de reproductibilitat (Jones et al. 1997), que unit a la
seva capacitat de detectar polimorfismes i a la seva consistencia els converteixen en
marcadors ampliament utilitzats en estudis de diversitat i d'identificacié de cultivars. A
la vegada, son especialment Utils per a la deteccid de marcadors lligats a gens pel
procediment del bulked segregant analysis (Michelmore et al. 1991) encara que el seu
caracter dominant limita la seva aplicacié en altres camps com la construccié de mapes

o I'analisi de caracters quantitatius.

3.3.4 Microsatel'lits (Simple Sequence Repeats)

Els microsatel'lits 0 SSRs consisteixen en repeticions en tandem de seqliéncies d'1 a 6
nucledtids flanquejades per seqiiéncies altament conservades (Chambers i MacAvoy,
2000; Zane et al. 2002), tant en individus de la mateixa espécie (Lavi et al. 1994) com
en especies properes (Butcher et al. 2000; Dirlewanger et al. 2002).
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Els SSRs son omnipresents en procariotes i eucariotes, fins i tot en els genomes
bacterians més petits (Gur-Arie et al. 2000). Es troben distribuits per tot el genoma,
tant en regions codificants com no codificants, si bé en aquestes Ultimes es troben en
menor freqiiencia (Wang et al. 1994; Smulders, 1997; Metzgar et al. 2000; Morgante
et al. 2002). Aquest biaix en la distribucié suggereix un possible paper regulador de
I'activitat génica mitjancant algun mecanisme que impliqui canvis en I'empaquetament
de la cromatina o en els processos de replicacid, recombinacid i reparacié de I’ADN (Li
et al. 2002; Chistiakov et al. 2006).

La variabilitat en aquestes regions consisteix en modificacions en el nombre de
repeticions de la seqiiéncia en tandem (Amos i Pemberton, 1992), possiblement
provocat per errors de la polimerasa durant la replicacié de I'ADN (Schlotterer i Tautz,
1992; Jin et al. 1996).

Les repeticions de tipus (AT), i (GT), sén les més abundants en plantes, mentre que
les repeticions (AC), ho son en animals (Morgante i Olivieri, 1993; Panaud et al. 1995;
Roder et al. 1995; Morgante et al. 2002). Aquest patrd podria estar relacionat amb
I'elevada freqiiencia en que certs aminoacids es troben en les plantes, respecte de la

seva freqiiencia en els animals (Téth et al. 2000).

Els microsatél’lits sdbn marcadors codominants, hipervariables i altament reproduibles.
Generalment permeten la deteccid d'un sol locus, de manera que els individus
heterozigots mostren patrons simples de dues bandes, cadascuna d’elles heretada d’'un

dels progenitors, mentre que els homozigots presenten una sola banda.

El polimorfisme dels microsatellits déna lloc a diferéncies en la mida dels fragments
amplificats, que poden detectar-se per diversos metodes: electroforesi en gels
d'agarosa i tinci6 amb bromur d'etidi, electroforesi en gels d’acrilamida
desnaturalitzants i deteccid per marcatge radioactiu i, finalment, electroforesi capil*lar

en sequenciador automatic i deteccié amb marcatge fluorescent (Figura 3).
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Figura 3: Diferents microsatél'lits separats mitjangant electroforesi en a) gels d'agarosa i tincid
en bromur d'etidi, b) acrilamida en condicions desnaturalitzants i deteccid per marcatge
radioactiu i c) electroforesi capil*lar i deteccié amb marcatge fluorescent.

3.3.5 SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

Els SNPs sén polimorfismes basats en el canvi d'una Unica base nucleotidica en la
seqliencia d’ADN que trobem en una poblacid amb una freqiiencia al*lelica superior a
1% (Brookes, 1999). Per tant, representen la unitat basica de variacid genética i son
els més comuns dels marcadors genétics (Cho et al. 1999; Rafalski, 2002).
Generalment, sén marcadors bial*lélics encara que formes tri- o tetraal*léliques, tot i
que rares, son possibles. Aix0 es deu a que la probabilitat de que una mutacid tingui

lloc en la mateixa posicié del genoma és molt baixa.

Els SNPs presenten una elevada freqliencia respecte altre tipus de marcadors. En
general, 'acumulacié de SNPs té lloc en menor nombre a les regions codificants que en
les no codificants o introniques (Li i Sadler, 1991). Malgrat no produir un efecte en les
proteines, els SNPs existents en les seqiiencies introniques son emprats per estudis de
genomica comparativa i/o evolutiva. La seva presencia en les regions reguladores pot
provocar, al seu torn, alteracions en els patrons d’expressio de les proteines afectades,
mentre que, en les regions exoniques, els SNPs poden provocar modificacions en la

seqliencia, estructura i activitat de les proteines per les que codifiquen.
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Excepcionalment, aquestes alteracions poden representar un avantatge evolutiu

enfront certs estimuls ambientals.

Per bé que el seu desenvolupament és inicialment costds, els recents progressos
tecnologics que han permes I'abaratiment de la seqlienciacié de I'ADN els ha convertit
en marcadors potencialment més Utils i han substituit, o ho faran en els propers anys,

els SSRs com a marcadors més utilitzats en la majoria d’espécies.

Existeixen moltes tecniques per a la deteccid i genotipatge dels SNPs, escollir-ne una

dependra del niUmero de mostres i SNPs a analitzar i dels recursos disponibles.

Tecniques pel genotipatge de SNPs

Les tecniques actuals de genotipatge de SNPs van precedides majoritariament per una
etapa d'amplificacié. Aquesta etapa inicial d‘amplificacid al‘lel-especifica permet
incrementar el nombre de molecules disponibles facilitant la deteccid i posterior
diferenciacio. Entre els métodes més comuns pel genotipatge de SNPs tenim |'extensid
d’'un Unic encebador (primer extension), la hibridacio, la lligacié, el processament

enzimatic (enzymatic cleavage) o la seqiienciacio directa.

L'extensio d’un Unic encebador es basa en I'addicid especifica d'un sol nucledtid en una
reaccid extensid d'un ADN motlle (Sokolov, 1990). La identificaci6 del nucleotid
incorporat té lloc mitjancant fluorescéncia — SNaPshot® (Applied Biosystems, CA) o
piroseqlienciacié (Ronaghi et al. 1996; Alderborn et al. 2000) — o bé espectrometria de
masses per MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight)
(Braun et al. 1997; Haff i Smirnov, 1997; Fei et al. 1998; Ross et al. 1998; Cashman et
al. 2001; Kim et al. 2002; Sauer et al. 2002).

La hibridacié utilitza les diferéncies existents entre I'estabilitat termica de la doble
cadena d’ADN, en aquells casos en que hi ha una complementarietat perfecta, respecte
els casos en que existeix algun aparellament erroni. Aquestes diferencies es poden
detectar a partir de I'analisi de les corbes de fusié de I'’ADN. Historicament, aquests
assajos utilitzaven lectures d’absorbancia per monitoritzar la separacié dels duplex
d’ADN (SantaLucia i Hicks, 2004). Tanmateix, durant la darrera década, el

desenvolupament d‘una nova generaci6 de fluorocroms, capacos d‘unir-se
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especificament a I’ADN bicatenari sense interferir en la PCR, ha permes que el
monitoratge es pugui realitzar en aparells de PCR en temps real (Wittwer et al. 1997).

L'analisi d'alta resolucié de la corba de fusio de I’ADN o High resolution melting analysis
(HRM) és un nou metode post-PCR, desenvolupat recentment, que permet detectar
variacions genetiques com SNPs, SSRs i metilacions de I'ADN en amplicons de PCR
(Herrmann et al. 2007b; White et al. 2007; Stephens et al. 2008). En el cas dels SNPs,
I'HRM permet discriminar tant els dos amplicons homozigots com el seu heterozigot
(Bennet et al. 2003; Zhou et al. 2005; Herrmann et al. 2007a) (Figura 4).
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I CCGACGGATACGATGCCGTTICAGGTGGGCTACCGLLGAGT CAGGGACAGGAAACT GACGAAALCCGARATGEETCATCTCCAGAAGGE
II CCGACGEATACGATGCCETTCAGGT GEGCTACCGLLGAGTCAGGGALCGGAAACTGALGAAACCCGARAT GGGTCATCTCCAGAAGEL
IIICCGACGGATACGATGCCETICAGGTGGGCTACCGCLGAGTCAGEGACH GGAARCTGACGAAACCCGAAATGGGT CATCTCCAGAAGGD
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Figura 4: Alineament de sequéncies i perfils d'HRM de |'amplicd MDP0000475073. (a)
Alineament de les 3 variants que tenen lloc en una mateixa posicid nucleotidica (fletxa), (b)
Perfils de les corbes normalitzades de les 3 variants detectades, (c) Perfil de la derivada de la
fluorescéncia de les mateixes mostres. I=homozigot A/A, II=homozigot C/C i IlI=heterozigot
A/C.

L'aproximacié per lligacid parteix tradicionalment de tres oligonucledtids, dos d'ells
especifics d'al*lel i complementaris a la posicié del SNP i un tercer complementari a la
seqliencia immediatament posterior al SNP (Landegren et al. 1998). Aleshores, si
existeix complementarietat perfecta entre la cadena motlle i un dels oligonucleotids
especifics, les lligases, enzims capacos dunir els extrems 3’ i 5 de dues cadenes
d’acids nucleics uniran ambdods oligonucleotids. Posteriorment, només caldra detectar

els productes de lligacio.

Els metodes de processament enzimatic es basen en la capacitat que tenen els enzims

de restriccid per processar I'ADN gracies a un reconeixement especific de la seqiiéncia i
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I'estructura. Dins d'aquest conjunt hi trobariem els marcadors CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence) que es basen en la deteccid diferencial d'una diana de
restriccid en un amplicd determinat (Konieczny i Ausubel, 1993; Michaels i Amasino,
1998). Aquesta diana es detecta en un dels al*lels perd no en l'altre, el que produeix
marcadors codominants que habitualment es poden separar en gels d’agarosa.

La sequienciacio directa dels productes de PCR, si bé és una aproximacié costosa, ha
estat durant temps un dels metodes de deteccid de SNPs més utilitzats (Kwok i Duan,
2003). La deteccio i identificacid de polimorfismes és pot realitzar faciliment utilitzant
qualsevol dels programes d’alineament de seqliencies disponibles. La presencia de pics
dobles en el cromatograma és indici de la presencia d'un SNP. En canvi, el

deteriorament sobtat de la qualitat del cromatograma indica la preséncia d'un indel.

Taula 2: Comparativa dels principals tipus de marcadors moleculars descrits.
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AFLPs 05-1 Alta Si Il-limitat 20 - 100 Alt No Alta Moderat Moderat Moderada
SSRs 0,05 Moderada  Si Il-limitat 1-4 Moltalt Si  Molt Alta Alt Baix Alta
SNPs 0,05 Alta Si 1I-limitat 1 Baix Si Molt Alta Alt Baix Molt Alta

3.4 APLICACIONS DELS MARCADORS

La genomica, a més de I'enginyeria genética, és una area important de la biotecnologia
vegetal que ha proporcionat eines i oportunitats per facilitar o fer més eficient la
millora genética de les plantes. Els marcadors moleculars sén una d'aquestes eines. Els
marcadors moleculars s'han emprat en processos de propagacié i millora que inclouen
identificacid i caracteritzaci6 de germoplasma, analisi de pedigri, identificacié de
cultivars, I'analisi genética de caracters d'interés d’herencia senzilla i complexa i la
seleccid assistida per marcadors (MAS, de I'anglés marker-assisted selection) d’aquests

caracters.

17



3.4.1 Avaluacio de la variabilitat present en col*leccions de germoplasma

Els programes millora depenen de l'existéncia de variabilitat genetica en el material
vegetal per tal d'assolir els seus objectius. La utilitzacié de marcadors moleculars per
I'avaluacid de la diversitat al*lélica en poblacions naturals o en material vegetal
préviament seleccionat permet la identificacié de progenitors interessants i el disseny
d’encreuaments per tal d’obtenir poblacions segregants amb les caracteristiques de
variabilitat desitjades (Tanksley i McCouch, 1997) i que facilitaran el disseny de futures
estrategies de seleccio (Steele et al. 2004).

3.4.2 Construccio de mapes geneétics

Un mapa genétic és una representacié simplificada del genoma, en la que els gens o
marcadors se situen ordenadament en la seqiiéncia cromosOmica uns respecte als
altres utilitzant com a base per a la seva posicid la freqliencia de recombinacié entre
parelles de gens o marcadors. Quan un mapa conté un nombre suficient de marcadors,
aquests es distribueixen en tants grups, anomenats grups de lligament, com

cromosomes té el seu genoma haploide.

Els mapes genétics estan basats en el principi del lligament, I'associacié de loci propers
entre si que tendeixen a transmetre’s conjuntament a la descendéncia. Durant la
meiosis els cromosomes homolegs poden intercanviar fragments de material genétic
(entrecreuament) donant lloc a combinacions al*léliques diferents a les existents en els
parentals (recombinants). Com que, en general, els entrecreuaments es produeixen a
I'atzar, la freqliéncia de recombinacié depen de la distancia fisica existent entre loci.
Aixi, com més allunyats es troben dos loci més possibilitats hi ha que es produeixi un

entrecreuament i major sera la freqiiéncia de recombinacié entre ells (Figura 5).

Els mapes es construeixen usant una poblacié segregant en desequilibri de lligament
(tipus F,, retroencreuament, etc.). La freqliencia de genotips recombinants entre dos
loci permet calcular la freqgliencia de recombinacid que hi ha entre ells, dada que
permetra calcular la distancia genetica entre marcadors. A partir de l'analisi de la
segregacio dels diferents marcadors es pot determinar la posicid, ordre i distancia

relativa entre ells.
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Figura 5: Entrecreuaments entre cromosomes homolegs produits durant la meiosi. Els gametes
obtinguts després de la meiosis son iguals als progenitors (P) o sén recombinants (R). Com més
baixa és la distancia fisica entre dos marcadors, menor és la possibilitat de la recombinacio
entre ells. Conseqlientment, la taxa recombinacié entre els marcadors C i D hauria de ser major
que la que trobem entre A i B (Adaptat de Collard et al. 2005).

Per la construccié de mapes geneétics diferenciem tres fases: (a) construccié d'una
poblacié de mapatge, (b) identificacid de polimorfismes i (c) analisi del lligament i

calcul de marcadors.

Construccio d’una poblacio de mapatge

La construccié d'un mapa de lligament requereix d'una poblacié obtinguda a partir de
creuaments controlats. La creacid d’aquestes poblacions implica la seleccid dels
progenitors i el model de creuament més adequats. Es fonamental que entre els
progenitors existeixi un elevat polimorfisme molecular. A la vegada, si la poblacié ha de
ser utilitzada per estudis de variabilitat fenotipica qualitativa o quantitativa, el que en el
darrer cas s‘anomena analisi de QTLs (Quantitative trait loci), és important que
ambdds progenitors presentin fenotips altament diferenciats per un o més dels

caracters d'interes.

El nombre d'individus necessari per a construir un mapa acostuma a oscil*lar entre els

50 i 250 (Mohan et al. 1997). Poblacions més grans poden ser necessaries per al
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mapatge d'alta resolucié de gens o QTLs concrets per tal de trobar marcadors que
estiguin molt a prop o en aquells casos en que sigui necessari sequenciar el gen
(Tanksley et al. 1995).

Hi ha diferents tipus de poblacid de mapatge, que s'escolliran en funcid de les
caracteristiques reproductives de I'espécie, com la possibilitat o no de I'autofecundacio,
la existéncia o no de linies pures en l'espécie en la que es vulgui treballar i d'altres
circumstancies relacionades amb les segregacions més adequades per estudiar els
caracters fenotipics d'interés (McCouch i Doerge, 1995; Paterson, 1996b). Entre les
descendencies més utilitzades hi trobem les poblacions F; segregants (encreuaments
entre individus parcialment heterozigots no o poc relacionats, habitualment emprades
en les especies de reproduccié vegetativa com la majoria dels arbres fruiters), F,,
retroencreuament o backcross (BC), linies consanguinies recombinants (recombinant

inbred lines o RILs) i les col*leccions de linies diplohaploides (LDH) (Figura 6).

Hi ha diferencies importants entre aquests tipus de poblacions. La primera és el
nombre de meiosis que generen recombinacions: un sol esdeveniment en poblacions
BC o LDHs; dos en poblacions F; (evidentment quan es tracta de I'encreuament entre
dues linies parcialment heterozigotiques) o F,; i multiples en les RILs. Un altre factor a
tenir en compte és el temps d'obtencid, més curt per poblacions F; que per F,, BC o
LDHs i llarg pel desenvolupament de RILs, que necessiten generalment sis o més
generacions. Una altra diferéncia és el grau d’'homozigosi: les poblacions de tipus F;, F,
i BC poden presentar individus amb genotips tant homozigotics com heterozigots. En

canvi, les LDHs i les RILs son homozigotiques per a tots els marcadors.

Identificacio de polimorfismes

Per a la construccié d'un mapa de lligament és fonamental que existeixi polimorfisme
entre ambdds progenitors (Young, 1994). La seleccié d'un o altre tipus de marcador
esta condicionada per la disponibilitat en I'especie estudiada dels diferents tipus de
marcadors (particularment en el cas dels SSRs i SNPs), I'adequacié d'aquests al tipus

d‘analisi que es vulgui fer i els fons disponibles per a fer I'experiment.

Una vegada que els marcadors polimorfics han estat identificats, normalment estudiant

la seva variabilitat en els progenitors, s’han de genotipar a tota la poblacié i fer una
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estudi de I'ajustament entre les freqiiencies genotipiques observades i les esperades.
Les proporcions de segregacidé esperada per cada locus son, per marcadors
codominants, 1:2:1 en poblacions F, i 1:1 en BC, RILs i LDHs i, per marcadors
dominants, 3:1 en poblacions F, i 1:1 en BC, RILs i LDHs. Desviacions d’aquestes

freqiiéncies poden ser detectades mitjancant una analisi estadistica khi-quadrat (32).
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Figura 6: Principals tipus de poblacions de mapatge.

Analisi del lligament i calcul de les distancies genétiques

Un grup de loci que es troben en un mateix cromosoma i que es poden relacionar
entre ells per estar lligats constitueixen un grup de lligament (Liu, 1998). El calcul de la
freqliéncia de recombinacid (r) permet estimar si dos loci estan o no lligats. Aixi, es diu
que dos marcadors estan lligats quan la fregiiencia de recombinacié és menor al 50%
(r < 0.5). A la vegada, dos marcador estan completament lligats quan la freqiiéncia de

recombinacié entre ells és igual a 0.
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Un cop agrupats els marcadors en un grup de lligament, cal definir I'ordre relatiu més
probable entre tots els ordres possibles. Per fer-ho s’han desenvolupat diferents
meétodes estadistics (Liu, 1998) que en general es basen en la utilitzacié d‘algoritmes

que busquen l'ordre que impliqui un menor nombre de recombinacions.
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Figura 7: Relacio entre la fregliencia de recombinacid (vermell) i la distancia genetica. En
negre es mostra la distancia segons la funcié de Haldane (1919) i en blau segons la funcié de
Kosambi (1944).

La distancia geneética entre loci, expressada en centimorgans (cM), es mesura a partir
de la freqgliencia de recombinacio calculada entre els marcadors (Paterson, 1996a). Les
funcions de mapatge permeten convertir aquestes freqiiencies de recombinacidé en
distancies genetiques. Les dues aproximacions més utilitzades son la funcid de
Kosambi (1944), que assumeix un cert grau d‘interferencia, és a dir, que la preséncia
d’'un esdeveniment de recombinacié en un punt del genoma té un efecte negatiu en
I'aparicid d‘altres entrecreuaments en les zones adjacents, i la funcid de Haldane
(1919), que assumeix que no hi ha interferéncia (Hartl i Jones, 2009; Kearsey i Pooni,
1996). Tant en un cas com en l'altre, quan les distancies genétiques sén petites (<10
cM), la distancia és aproximadament igual a la freqliéncia de recombinacié (Figura 7).
Tanmateix, aquesta relacidé no és aplicable quan les distancies sén superiors als 10 cM
(Hartl i Jones, 2009).

3.4.2.1 Mapes genétics disponibles en el génere Prunus

A partir del desenvolupament dels marcadors moleculars, que comenga al tercer quart

del segle XX, s'han elaborat nombrosos mapes genetics de moltes de les principals
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especies del genere Prunus. Actualment disposem de mapes de lligament a presseguer
(Chaparro et al. 1994; Rajapakse et al. 1995; Lu et al. 1998; Sosinski et al. 1998;
Yamamoto et al. 2005; Dirlewanger et al. 2006; Blenda et al. 2007), ametller (Viruel et
al. 1995; Joobeur et al. 2000; Ballester et al. 2001; Sanchez-Pérez et al. 2007), cirerer
(Stockinger et al. 1996; Dirlewanger et al. 2007; Olmstead et al. 2008), guinder (Wang
et al. 2000), albercoquer (Hurtado et al. 2002; Vilanova et al. 2003; Lambert et al.
2004; Dondini et al. 2007; Lalli et al. 2008), ametller x presseguer (Foolad et al. 1995;
Joobeur et al. 1998; Jauregui et al. 2001; Bliss et al. 2002; Dirlewanger et al. 2004;
Howad et al. 2005), presseguer x Prunus ferganensis (Verde et al. 2005) i Prunus

davidiana x presseguer (Quilot et al. 2004).

El mapa de la poblacié F, del creuament entre ametller (cv. Texas) x presseguer (cv.
Earlygold) (TxE) és considerat com el mapa de referencia del génere Prunus (Joobeur
et al. 1998, Aranzana et al. 2003; Dirlewanger et al. 2004). Aquest mapa conté 562
marcadors, tots ells transferibles (RFLPs i SSRs, basicament), que identifiquen els vuit
grups de lligament esperats, cobrint un total de 519 cM i detecten la posicid de 28
gens majors que controlen alguns caracters agronomics com son les resistencies a
determinades malalties i diverses caracteristiques del fruit, la flor i la planta
(Dirlewanger et al. 2004). Aquest mapa ha estat assumit per la comunitat cientifica
com el de referencia del genere Prunus, a partir del que s’han numerat els grups de
lligament i ha estat utilitzat per molts investigadors com a base per a la seleccid de
marcadors per a la construcci6 de mapes en altres poblacions que cobrissin tot el

genoma.

3.4.2.2 Genotipatge selectiu o bin mapping

La localitzacié de nous marcadors en un mapa genétic, particularment quan n’hi ha
molts, requereix un esfor¢ important en concepte de temps i diners. Una estratégia
alternativa és el mapatge selectiu o bin mapping (Vision et al. 2000). Aquest métode
parteix d’'un mapa genetic saturat (amb una densitat de marcadors que permeti
identificar només un grup de lligament per cromosoma) de la poblacié d’estudi on els
marcadors hauran estat collocats amb precisid. Amb aquest mapa es selecciona un
subconjunt d'individus de la poblacié de mapatge que sén altament informatius (tenen

moltes recombinacions i les tenen distribuides per tot el genoma considerant el conjunt
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de les plantes seleccionades) que permeten mapar nous marcadors utilitzant aquest
subconjunt amb una pérdua el menor possible de precisid. D'aquesta manera és
possible situar en el mapa molts marcadors amb un cost i un temps inferior que el que

hauria estat necessari usant tota la poblacio.

Els punts de recombinacié de les plantes seleccionades pel bin mapping (el que
anomenem bin set) s'utilitzen conjuntament per dividir el genoma en ‘bins’ 0 segments
cromosomics compresos entre dos punts de recombinacié adjacents o entre un punt de
recombinacié i I'extrem del cromosoma. Cada bin esta definit per una combinaci6
genotipica caracteristica, idealment Unica, que s'utilitzara com a signatura. Els nous
marcadors son assignats als diferents bins comparant la combinacid genotipica
obtinguda amb les signatures dels bins existents. Aquesta aproximacié podria ser
particularment Util en el cas d’aproximacions per gens candidats, on llargues llistes de
possibles gens han de ser analitzades per mirar si co-localitzen amb algun gen major
especific o QTL (Howad et al. 2005).

El mapatge selectiu s’ha utilitzat amb éxit per saturar el mapa de referencia del génere
Prunus (Dirlewanger et al. 2004). Utilitzant només 6 dels 88 individus de la poblacié
TxE original, es van definir 67 bins en els que es van afegir 264 nous marcadors de
tipus SSRs (Howad et al. 2005). Aquesta metodologia també s’ha utilitzat amb éxit en
patata (Isidore et al. 2003), poma (van Dyk et al. 2007; Chagné et al. 2008), meld
(Fernandez-Silva et al. 2008) i maduixa (Sargent et al. 2008).

3.4.2.3 Aplicacions dels mapes genétics

Gens candidats i mapes funcionals

Molts dels caracters d'interes agronomic tenen, en general, un component multigenic i,
conseqlientment, una herencia quantitativa. En aquests casos, en que intentar
identificar l'element responsable de I'efecte fenotipic esdevé molt complicat,

I'aproximacio per gens candidats és una opcio valida.

Els gens candidats (GCs) son gens als quals se'ls pot atribuir una implicacié en la

variacié d'un caracter fenotipic, ja sigui basant-se en la seva activitat biologica i/o la
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seva localitzacid en un mapa genétic. Conseglientment, un gen candidat pot ser
qualsevol gen estructural o regulador de qualsevol via metabolica implicada en
I'expressid del caracter en el que estem interessats (Plieger et al. 2001). L'aplicaci6
d’'aquesta estratégia consisteix en tres etapes consecutives: seleccio, localitzacid i
validacio dels gens candidats.

Seleccio dels gens candidats

Quan la via metabolica i/o fisiologica relacionada amb el caracter dinteres és
coneguda, el gen candidat pot ser qualsevol dels gens clonats que hi participen. En
aquesta situacié hem d’endinsar-nos en alguna de les bases de dades disponibles i
buscar si existeix alguna seqliencia del nostre gen. Sovint, malgrat que el nombre de
seqliencies disponibles creix rapidament, aquest sol ser el factor limitant. Quan aixo
passa podem recorrer a col*leccions d'Expressed Sequence Tags o ESTs procedents de
genoteques d'acid desoxiribonucleic complementari (ADNc) de diferents estadis de
desenvolupament, teixits especifics, etc. Per exemple a les Rosacies disposem de la

Genome Database for Rosaceae (GDR) (Jung et al. 2007; http://www.rosaceae.orq)

que conté 359,001 ESTs, dels quals 89,166 corresponen al genere Prunus.

Localitzacio dels gens candidats

Una vegada situat en el mapa de |'especie estudiada, podem comparar la posicié del
nostre gen candidat amb la del gen major o QTL del caracter d'interés. Al mateix
temps, ja que ambdues estratégies son complementaries, podem mirar la correlacié
existent entre la segregacid del caracter fenotipic i el polimorfisme del GC en un

conjunt d'individus genealdgicament no relacionats.

Validacio dels gens candidats

En el cas que existeixi una co-localitzacid i/o correlacid estadistica amb un QTL,
aleshores caldria realitzar assajos complementaris per validar la participacié del gen
candidat en la variacié del caracter. La complexitat d'aquests experiments anira lligada
a la naturalesa del caracter (mono- o poligénic). Generalment estariem parlant

d'assajos de transformacié genetica o silenciament genetic.

L'aproximacid per gens candidats va ser utilitzada inicialment per a la recerca de gens
de resisténcia a malalties (Leister et al. 1996) i més tard per a molts altres caracters

(Stevens et al. 2007; Costa et al. 2008; Remay et al. 2009). En el génere Prunus,
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aquest enfocament ha estat utilitzat per identificar el locus d’autoincompatibilitat
(Ushijima et al. 2003), el gen de l'endopoligalacturanasa, que participa durant el
procés de maduracié en I'estovament del fruit (Lester et al. 1996; Peace et al. 2005), i
també en la identificaci6 de regions relacionades amb la resisténcia a malalties,
algunes de les quals co-localitzen amb posicions de resisténcia ja descrites a la
bibliografia (Lalli et al. 2005).

Genomica comparativa o sintéenia

La comparacié de genomes entre espécies filogenéticament separades permet una
visid evolutiva de I'estructura del genoma de les plantes. Aquestes comparacions s’han
realitzat a nivell de seqiiéncia entre arabidopisis, arros, pollancre i vinya (The French-

Italian Public Consortium for Grapevine Genome Characterization 2007).

A la familia Rosaceae, i a l'espera de que els genomes d'algunes especies més
importants (presseguer, pomera, maduixa o rosa) estiguin disponibles, els estudis de
genomica comparativa s'han realitzat mitjancant la utilitzaci6 de marcadors comuns
entre els mapes geneétics d'especies del mateix genere o entre especies de generes
estretament relacionats. Tanmateix, al tractar-se d'estudis elaborats amb un nombre
reduit de marcadors ortolegs, menys de 100 marcadors comuns, la informacid que

d’ells en deriva és limitada (Arus et al. 2005).

Dins del genere Prunus

Nombrosos mapes genetics d’especies del genere Prunus s’han obtingut a partir de
poblacions intra- o interespecifiques. En tots ells els mapes obtinguts amb els
marcadors comuns han estat essencialment sinténics i col'lineals (Arus et al. 2005).
Aquests resultats suggereixen que el genoma de Prunus és comu a totes les espécies
del genere, podent ser tractat com a una entitat geneética Unica (Dirlewanger et al.
2004). Només dues grans reorganitzacions cromosomiques, ambdues translocacions

reciproques, s'han descrit a Prunus. (Jauregui et al. 2001).

Prunus i Malus
Fins al moment, les dades per a la comparacié d'aquests dos genomes de 2n=_2x=8 el
presseguer i 2n=2x=17 la pomera, es limiten als 30 loci comuns (24 RFLP i 6

isoenzims) presents en el mapa de TxE i el mapa de la poblacié 'Prima' x 'Fiesta' de
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pomera (Dirlewanger et al. 2004). Encara que l'estudi no és suficientment extens per
treure’n conclusions sobre la totalitat dels genomes, la comparacié detecta grans zones
sinteniques amb distancies similars entre loci homolegs i que cada zona sinténica en
Prunus sol detectar-ne dues a la pomera, un resultat esperat donada la naturalesa

amfidiploide de la pomera (Figura 8).
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Figura 8: Comparacio entre els mapes genétics de Prunus (Joobeur et al. 1998) i pomera
(Maliepaard et al. 1998). Només es mostra la posicié dels marcadors comuns. Els grups de
lligament s'indiquen a Prunus amb una G, i @ pomera amb una L, sequida d'un nimero. Dues
linies paral‘leles obliqles indiquen que només s’inclou un fragment del grup de lligament (Font:
Dirlewanger et al. 2004).

Prunus i Fragaria

La comparacid dels genomes diploides de Prunus (2n = 2x = 16) i Fragaria (2n = 2x =
14) ha estat realitzada mitjancant 71 marcadors ortolegs (40 RFLPs, 29 SNPs i 2 SSRs
(Vilanova et al. 2008). Aquests marcadors han estat situats en els mapes de referéncia
de les dues espécies, obtenint una bona cobertura dels genomes tant a Prunus (75%)
com a Fragaria (77%), i mostrant, malgrat |'elevat nombre de translocacions i

reorganitzacions cromosomiques, un clar patré de sinténia.
Prunus i Arabidopsis

La comparacié entre Prunus i Arabidopsis ha estat analitzada mitjancant 227 RFLPs
(Dominguez et al. 2003); 475 ESTs de presseguer (Jung et al. 2006), tots ells mapats

27



en el mapa de genetic de la poblacié TxE; i 1049 ESTs de presseguer ancorats en el
mapa fisic (Jung et al. 2006). A nivell de microsinténia, s’ha comparat conjuntament la
seqliencia completa d'un BAC (bacterial artificial chromosome) i la seqiiéncia parcial
d’'un segon, tots dos de presseguer, amb les seqiiencies d'arabidopsis (Georgi et al.
2003). En tots els casos, és possible trobar regions sinténiques que, limitades a petits
fragments d'ADN, mostren una imatge global fragmentada de la conservacidé del
genoma. El fragment més gran conservat entre Prunus-Arabidopsis va ser trobat per
Dominguez et al. (2003), en que una regid de 25 cM (que incloia 13 marcadors) del
grup de lligament 2 (G2) de Prunus que corresponia a un fragment de 5.4 Mb del

cromosoma 5 d'Arabidopsis thaliana.

3.4.3 Caracters quantitatius i analisi de QTLs

Entre els individus d'una especie o poblacid existeixen diferéncies bioquimiques,
histologiques i fisiologiques que determinen les seves caracteristiques morfologiques i
de comportament que constitueixen el seu fenotip. La variacio dels diferents caracters
pot ser de naturalesa discreta (qualitativa), quan podem classificar els individus en
categories fenotipiques clares, o continua (quantitativa), quan s'observa un rang de

variacié continu, que no permet distingir entre classes (Figura 9).

El control de molts dels caracters d’interés agrondmic sol ser geneticament complexa,
doncs es tracta de caracters amb una heréncia poligenica i influits pels factors

ambientals.

L'arribada dels marcadors moleculars ha permes la construccid de mapes geneétics
d’alta densitat que permeten detectar associacié entre la variacid dels diferents
caracters quantitatius i el patré de segregacio dels marcadors presents en un mapa. Es
denomina locus d'un caracter quantitatiu (QTL) a la regié cromosomica que conté un o
més factors genetics responsables d'una part de la variacié d’un caracter quantitatiu
(Tanksley, 1993; Zou i Zeng, 2008).
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Figura 9: La segregacio simultania de molts loci genera una variacié continua dels caracters.

3.4.3.1 Métodes de deteccio de QTLs

La utilitzacié de métodes estadistics esdevé imprescindible a I'hora de demostrar que
els gens interactuen els uns amb els altres per tal de produir un efecte significatiu
sobre el fenotip. Tradicionalment, els tres metodes més utilitzats per la deteccié de
QTLs so6n I'analisi d’'un sol marcador, el mapatge per intervals (Lander i Botstein, 1989)
i el mapatge per intervals compost (Zeng, 1994; Jansen i Stam, 1994; Jiang i Zeng,
1995).

Analisi d’un sol marcador

L'analisi d'un sol marcador és el metode més simple per a la deteccié de QTLs. La
deteccid es realitza comparant els valors fenotipics del caracter amb cadascuna de les
classes genotipiques del marcador. La comparacid de les mitjanes genotipiques es pot
realitzar mitjangant metodes estadistics com proves t-Student, analisi de la variancia

(ANOVA) o regressio lineal simple.
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Aquest metode destaca per la seva simplicitat, doncs no requereix de la utilitzacié d’'un
mapa de lligament complet ni de programari especific. No obstant, el seu principal
inconvenient és la subestimacid de l'efecte del QTL i la seva poc acurada posicié al
mapa provocades per la preséncia de recombinacions entre el marcador i el QTL.
Tanmateix, la utilitzacié d’'un elevat nombre de marcadors (en general en intervals de

menys de 15 cM) permet minimitzar ambdds problemes (Tanksley, 1993).
Mapatge per intervals

El mapatge per intervals (IM, de l'anglés /nterval mapping), proposat per Lander i
Bolstein (1989), utilitza la informacié continguda en els mapes de lligament, analitzant
de manera simultania parelles adjacents de marcadors lligats (Lander i Bolstein, 1989).
L'Gs de marcadors lligats permet situar el QTL en una posicié més precisa del mapa

localitzada entre dos gens el que fa possible estimar també millor el seu efecte.

L'analisi estadistica es desenvolupa mitjancant el metode que considera la
versemblanga relativa entre la opcid de que existeixi o0 no un QTL entre dos loci
determinats usant el parametre LOD (/ogarithm of the odds), o el métode de maxima
versemblanca (LRS, de l'anglés fikelihood ratio statistic). Es freqlient representar
graficament els valors de LOD o LRS respecte a la posicié dels marcadors del mapa de

lligament. Els perfils obtinguts permeten estimar la posicié més probable per un QTL.

Malgrat el mapatge per intervals resulta estadisticament més robust que I'analisi d’un
sol marcador (Lander i Bolstein, 1989; Liu, 1998), aquest mé&tode també presenta certs
inconvenients a destacar. El principal és que cada interval s'analitza independentment
de la resta sense tenir en compte la presencia daltres QTLs propers ni considerar
possibles interaccions epistatiques entre QTLs. En aquests casos es produeix una

estimacio esbiaixada de les posicions i efectes dels QTLs (Figura 10).
Mapatge per intervals compost

El mapatge per intervals compost (CIM, de l'angles Composite Interval mapping)
combina el mapatge per intervals amb la regressié lineal, incloent com a cofactors un
subconjunt de marcadors situats fora de l'interval que s‘analitza (Jansen, 1993; Jansen

i Stam, 1994; Zeng, 1993; Zeng, 1994). Aquests cofactors permeten augmentar la
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resolucié de I'IM mitjancant una reduccid de la variacié residual associada a altres
QTLs (Zeng, 1993). El problema fonamental amb del CIM resideix en la seleccié dels

marcadors utilitzats com a cofactors.
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Figura 10: Problemes en la deteccio de QTLs lligats. La deteccidé d’'un sol pic pot ser deguda
(A) a la preséncia d’'un Unic QTL o (B) a l'existéncia de diversos QTLs lligats. La preséncia de
perfils (C) bimodals o (D) plateaus poden ser indici de diferents QTLs relacionats. Tanmateix,
quan dos QTLs lligats es troben en repulsié (efectes contraris), poden no ser detectats (E).

3.4.3.2 Mapatge de QTLs.

Malgrat que la utilitzacid de marcadors moleculars per a la identificacié de QTLs ja va
ser proposada per Sax (1923), la seva utilitzacié no es va generalitzar fins a la decada
dels 80. La primera analisi exhaustiva i sistematica d'aquest tipus va ser duta a terme
en tomaquet per Paterson et al. (1988). En aquest estudi es va utilitzar un mapa
construit amb RFLPs per identificar i caracteritzar QTLs de caracters de qualitat de
fruit, incloent mida de fruit, pH, i contingut de solids solubles. D’aleshores enga, s’han

realitzat nombrosos estudis d'aquest tipus en moltes especies diferents.

Tot i que les primeres analisis per descomposar els caracters quantitatius en factors
mendelians comencaren en el genere Prunus gairebé una decada més tard, nombrosos
treballs relacionats amb I'época de floracié i maduracid, qualitat del fruit, arquitectura
de l'arbre i presencia de resisténcies a fitopatdogens han estat descrits (Dirlewanger et
al. 1996; Abbott et al. 1998; Viruel et al. 1998; Dirlewanger et al. 1999; Yamamoto et
al. 2001; Etienne et al. 2002; Verde et al. 2002; Quilot et al. 2004; Dirlewanger et al.
2006; Lambert et al. 2007; Ogundiwin et al. 2007; Sanchez-Pérez et al. 2007;
Ogundiwin et al. 2008; Dirlewanger et al. 2009).
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3.4.4 Seleccio assistida per marcadors (MAS)

Molts caracters d'interés agronomic com la qualitat del fruit (forma, color, sabor i
textura), l'arquitectura de la planta i altres caracters com I'esterilitat masculina,
I'autoincompatibilitat i la resistencia a malalties estan controlats per un (caracters

monogenics) o més gens (caracters poligénics o complexos).

Un gen i un marcador lligats en posicions properes es transmeten de manera conjunta
a la descendencia (Sax, 1923), fent possible la seleccié indirecta de gens sense
identificar. La seleccid assistida mitjancant marcadors permet rastrejar milers de
plantules per la presencia del gen d'interés d'una manera precog i rapida, minimitzant

la despesa en recursos economics i humans.

4. LA QUALITAT DE FRUIT COM A CARACTER DE SELECCIO I MILLORA

El fruit, en sentit botanic, és I'ovari fecundat (sovint incloent altres peces florals) que
conté les llavors. Les funcions que generalment desenvolupa son protegir la llavor,
contribuir a la seva dispersio i aportar nutrients a I'embrio fins que aquest esdevingui
autosuficient. La fruita és un component molt important de la dieta humana, doncs
representa un pilar en I'equilibri dietétic, una bona font de gllcids, fibres vegetals i
determinades vitamines i altres micronutrients que actuen sinergicament com

antioxidants i agents anticancerigens.

El mercat actual exigeix uns productes de maxima qualitat, frescos i sans.
Tradicionalment, els criteris de qualitat utilitzats pels diferents elements de la cadena
de distribucid (productors i comerciants) es basaven en |'aspecte extern del fruit. De
fet, fins fa pocs anys, la millora de les varietats s’enfocava a la recerca de plantes
d’elevada produccid o resistencia, millor mida i aspecte o major facilitat de
manipulacié. No obstant, actualment, el consumidor exigeix altres atributs, de tipus

organoleptic i nutricional, addicionals als anteriors.

El concepte de qualitat ha estat definit de moltes maneres diferents al llarg del temps.
En sentit generic, la paraula qualitat significa “grau d’excel-léncia o superioritat d’un

producte” (Kader et al. 1985). Una definicié especifica de qualitat de fruit seria “la
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major o menor adaptacié del producte a les finalitats perseguides pels diferents agents
de la cadena productiva i comercial” (Echeverria et al. 2008). El concepte de qualitat
difereix ampliament entre productor, comercial i consumidor. Tanmateix, la opinid
d’aquest Ultim és la que mou el mercat, doncs influeix en les estrategies de produccio,

manipulacié, emmagatzemament, transport i comercialitzacié dels fruits.

4.1 QUALITAT ORGANOLEPTICA

Els fruits sén productes vius que, després de ser recol‘lectats, segueixen patint canvis
bioquimics i fisioldgics que donaran lloc a modificacions fisico-quimiques que alteraran
les seves caracteristiques sensorials. Aixi, des de la seva recol*leccié fins al moment del

seu consum, la importancia relativa de cadascun dels atributs de la fruita va canviant.

Podem considerar la qualitat organoléptica com el conjunt de propietats d'un producte
que actuen com a estimul de diversos receptors sensorials de I'organisme. Aquests
atributs sensorials es poden agrupar en tres categories principals: sabor, textura i

aparenca (Kays i Wang, 2000).

Per sabor s'accepta la combinacié de sensacions derivades de l'olfacte i el gust. Els
principals compostos que intervenen en el sabor dels fruits sén els acids organics i els
sucres (Pangborn, 1963) responsables de la percepcié dels sabors acid i dolg,
respectivament. Mentre que I'aroma sera la responsable de conferir matisos distintius
caracteristics d’estadi de maduracid, frescor i del cultivar (Seymour et al. 2002). En la
majoria dels fruits carnosos, la principal forma de sucre és la sacarosa, seguida de la
fructosa i la glucosa (Etienne et al. 2002), mentre que els principals acids organics sén
el malic i el citric. El sorbitol i I'acid quinic es troben en baixes concentracions (Etienne
et al. 2002). Tanmateix el contingut relatiu de cadascun d'ells pot variar en funcié de
les espécies, varietats i també segons les condicions ambientals i de cultiu a les quals

han estat sotmesos.

La textura és un altre dels factors que influeix en I'acceptabilitat de la fruita per part
del consumidor. Conceptes com dur, tou, cruixent, sucds, fundent o farinds son
utilitzats freqlientment per descriure alguna de les caracteristiques individuals de la

textura dels fruits.
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La mida, el color, la mancanga de defectes externs i el grau de maduresa determinaran
I'aparenca del fruit. L'aparicié d'imperfeccions pot tenir lloc abans de la collita, com a
conseqliéncia de lesions provocades per l'accid d’insectes, aus, malalties i factors
meteorologics com gelades i calamarsades, o durant I'etapa de postcollita. Els defectes
produits durant l'etapa de postcollita poden ser fisics, fisiologics o patologics
(Snowdon, 1990).

4.2 QUALITAT NUTRICIONAL

Apart de les propietats organoleptiques, s’ha observat que determinats components de
la fruita presenten una forta activitat antioxidant capag de conferir proteccid a
determinades malalties, com el cancer o les cardiopaties (Wargovich, 2000). Una de les
hipotesis més acceptades atribueix als flavonoides aquest paper protector (Stavric,
1994; Dakora, 1995; Cook i Samman, 1996; Middleton, 1996). Els flavonoides s6n una
gran familia de compostos sintetitzats a partir de la fenilalanina que inclouen flavanols
(catequines), flavanones, flavanonols, flavonols, flavones, leucoantocianidols,
antocianidols i xalcones. Alhora, l'absencia o reduccid significativa de compostos
al'lergenics, aixi com la reducci6 de residus de productes fitosanitaris sén
caracteristiques cada vegada més sol"licitades pels consumidors com aspectes crucials

de la qualitat sanitaria de la fruita.
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OBJECTIUS






L'objectiu general d'aquesta tesi és contribuir a millorar el coneixement sobre la base
genetica dels caracters implicats en la qualitat del fruit del presseguer.

Aquest objectiu es desglossa en els seglients punts:

1. Identificar gens implicats en la qualitat del fruit, concretament, aquells que
intervenen en la qualitat organoléptica (aroma, color, sabor i textura) i en el seu

valor nutricional (al*lergens, antioxidants i anticancerigens).

1.1 Identificar els gens candidats implicats en les propietats organoléeptiques i
nutricionals del fruit del presseguer.

1.2 Localitzar els gens candidats en el mapa de referéncia del genere Prunus.

1.3 Buscar co-localitzacions dels gens candidats amb gens majors o QTLs

descrits en la bibliografia.

2. Determinar els principals parametres de qualitat del fruit i identificar les regions

cromosomiques responsables de la seva variacid en una poblacio segregant.

2.1 Saturar el mapa genetic d’una poblacid amb marcadors altament polimorfics
i transferibles entre les diferents poblacions de Prunus. Comparar el mapa
obtingut amb d’altres mapes de Prunus, incloent el mapa de referencia TxE.

2.2 Determinar dels principals parametres de qualitat del fruit d'una poblacid
segregant durant dos anys consecutius i identificar-ne els QTLs.

2.3 Detectar possibles co-localitzacions entre els QTLs aillats i els gens candidats
mapats en la poblacié TxE.

2.4 Estudiar en la poblacié segregant el grau de polimorfisme dels GCs.

2.5 Localitzar en el mapa els GCs.

3. Addicionalment, i com a treball basic que ens permeti aprofitar la informacié que
sobre la genética de la qualitat de fruit (i altres caracters) existeix en especies
properes que és conreen pel seu fruit, hem utilitzat els GCs de qualitat de fruit i
altres seqlieéncies mapades a Prunus per comparar el seu genoma amb el mapa de
la maduixa diploide i la seqiiencia completa de la pomera, tres de les especies més

rellevants de la familia Rosaceae, el que ens ha portat a:
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3.1

3.2

3.3
3.4

Estudiar la distribucié dels marcadors cartografiats en el mapa de referencia
de Prunus en la seqiiencia del genoma de Malus x domestica.

Desenvolupar nous marcadors basats en seqiiencies homologues de pomera
i presseguer.

Comparar els mapes dels generes Prunusi Fragaria.

Inferir com, partir d’'un possible genoma ancestral, s’haurien reorganitzat els

diferents cromosomes per donar lloc a les especies actuals.



MATERIAL I METODES






1. MATERIAL

1.1 MATERIAL VEGETAL

Bin mapping set

El Bin mapping set consisteix en 6 individus seleccionats de la poblacié F, ametller
‘Texas’ x presseguer ‘Earlygold’ més dos parentals: Earlygold (E) i I'hibrid F; (H). A la
vegada, disposem de dos sets de sis plantes cadascun, un per aquells casos en que
existeix un al*lel dominant per I'ametller (DB set) i un altre pels al*lels dominants de
presseguer (AC set) (Howad et al. 2005).

Poblacio BC,

La poblacié BC, consta de 163 individus que deriven del retroencreuament de Prunus
davidiana (clon P1908) i dos cultivars diferents de P. persica (Figura 11). Aquesta
poblacié es troba al Centre d’Avinyd de I'INRA, on va ser desenvolupada (Pascal et al.
1998). Nosaltres I'hnem utilitzada en col*laboracié amb aquests investigadors dins del
marc del projecte Europeu ISAFRUIT (Callesen, 2009). Inicialment, P1908 va ser
creuat amb Prunus persica cv. Summergrand, nectarina de carn groga desenvolupada
a finals de la década de 1970, per tal d'obtenir una descendéncia F;. Un sol hibrid F;
(SD40) va ser seleccionat, pel seu nivell de resistencia a oidi (Sphaerotheca pannosa
var. Persicae), per ser retroencreuat amb ‘Summergrand’ i produir la progenie BC;. A
continuacid, es va utilitzar una barreja de pol*len dels individus BC; per a fecundar una
segona varietat comercial, Zéphyr® (cv. Monphir). Aquesta nectarina de polpa blanca,

més recent que ‘Summergrand’, va ser escollida per I'alta qualitat dels seu fruits.

‘Summergrand’ x Prunus davidiana (P1908)

Summergrand” x SD40

‘Summergrand’ Prunus davidiana
Zéphir® |
Zéphir® x BC,
Susceptible a oidi Resistent a oidi
Fruit d'alta qualitat 1 Fruit de baixa qualitat
BG,

163 ind.

Figura 11: Esquema per I'obtencié de la poblacié BC,.
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1.2 OLIGONUCLEOTIDS

Pel mapatge dels gens candidats es van dissenyar parelles d’encebadors especifics
mitjancant el programa Primer3 (Rozen i Skaletsky, 2000; http://frodo.wi.mit.edu/)

(Annex 1), atenent a diferents criteris. En primer lloc, els encebadors havien de tenir
entre 18 i 22 nucledtids, sent la longitud optima de 20. La temperatura de fusié de tots
ells hauria de ser la mateixa o el més semblant possible. Finalment, sempre que fos
possible, els encebadors serien dissenyats en regions circumdants a un SSR, dins la

regié 5'-/3'-UTR o bé flanquejants a una seqiiencia intronica.

La posicid dels introns es va determinar mitjancant la comparacid de les seqiiéncies de
Prunus amb les seqliencies homologues existents en les bases de dades de Populus

(Sterky et al. 2004; http://www.populus.db.umu.se) i/o d'Arabidopsis (Rhee et al.

2003; http://www.arabidopsis.org).

Per a I'analisi de microsatél'lits s’han analitzat col'leccions d’encebadors

desenvolupades en diferents especies del genere Prunus (Taula 3).

Taula 3: Origen de les col*leccions de microsatel-lits analitzats i mapats en la poblacié BC,
Nom de la col'leccié

Espécie Origen Referéncia
de SSRs!
BPPCT P. persica Genomic Dirlewanger et al. (2002)
CPDCT P. dulcis Genomic Mnejja et al. (2005)
CPPCT P. persica Genomic Aranzana et al. (2002)
CPSCT P. salicina Genomic Mnejja et al. (2004)
EPDCU P. dulcis ADNc Mnejja et al. (2010)
EPPCU P. persica ADNc Howad et al. (2005)
M P. persica ADNc Yamamoto et al. (2002)
MA P. persica Genomic Yamamoto et al. (2002)
PaCITA P. armeniaca Genomic Lopes et al. (2002)
PceGA P. cerasus Genomic Downey i Iezzoni, 2000
Pchcms P. persica ADNc Sosinski et al. (2000)
Pchgms P. persica Genomic Sosinski et al. (2000)
PMS P. avium Genomic Cantini et al. (2001)
PS P. cerasus Genomic Sosinski et al. (2000)
UDA P. dulcis Genomic Testolin et al. (2004)
uDP P. persica Genomic Cipriani et al. (1999), Testolin et al. (2000)

1 Els SSRs de cada col'lecci® s'anomenen amb les sigles indicades més un numero que fa
referéncia a cada SSR dins de la col*leccid.
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Per I'estudi de genomica comparativa es va desenvolupar com a part d'aquest treball
un conjunt addicional de marcadors transferibles a partir de I'alineament de tots els
ESTs de Prunus disponibles a |'ESTree database (Lazzari et al. 2008;
http://www.itb.cnr.it/estree) i 1262 seqiliéncies géniques de pomera cv. Golden

Delicious originalment cartografiades en el mapa de referéncia Malus x domestica
(Velasco et al. 2010). En total, 155 parells d’encebadors homogeniament distribuits al
llarg dels 17 grups de lligament del mapa de Malus (Annex 2). Mitjancant els
parametres per defecte del programa Primer3 (Rozen i Skaletsky, 2000;
http://frodo.wi.mit.edu/), els encebadors van ser dissenyats per obtenir fragments
d’'una longitud entre 150 i 300 pb.

2. TAMPONS I SOLUCIONS

En aquest apartat es descriuen les solucions utilitzades habitualment en diversos
protocols. Les solucions especifiques de cada tecnica és detallen en els diferents

apartats de metodes.

TE
Tris-HCI pH 8.0 50 mM
EDTA 5mM

Guardar a temperatura ambient

Tampo de carrega per ADN 6Xx

Glicerol 30%
Blau de bromofenol 0.03%
Xilencianol 0.03%
EDTA 50 mM

Guardar a -20°C, pH 8.0

Tampo de seqiienciacio (TDS):
Tris-HCI pH 9.0 200 mM
MgCl, 5mM
Guardar a -20°C
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TBE 10X

Tris-HCI 89 mM
Acid boric 89 mM
EDTA 2 mM

Guardar a temperatura ambient, pH 8.3

3. METODES PER A L’'OBTENCIO I L’ANALISI D’ACIDS NUCLEICS

Les técniques generals de manipulacid i analisi d’acids nucleics s'han realitzat seguint
els manuals Molecular Cloning: a laboratory manual (Sambrook et al. 1989) i Current
Protocols in Molecular Biology (Ausubel, 1998). Els métodes que es descriuen a
continuacié corresponen a altres metodologies que han estat fonamentals per la

realitzacié dels estudis presentats en aquest treball.

3.1 EXTRACCIO D’ADN EN GRADIENT DE CLORUR DE CESI (CSCL)

L'extraccio de I’ADN genomic de les fulles joves de presseguer s’ha realitzat seguint el

protocol préviament descrit per Viruel et al. (1995).

= Recollir de 12 g de fulles molt joves, congelar-les en nitrogen liquid, i triturar-
les amb el morter.

» Transferir el material vegetal a tubs de centrifuga de polipropilé de 250 mL i
afegir-hi 80 mL de tampé d’extraccié fred. Homogeneitzar vigorosament.

= Centrifugar a 2500 rpm durant 15 minuts a 4°C.

= Decantar el sobrenedant i resuspendre el precipitat en 20mL de tampd
d’extraccio.

= Afegir 25 mL de tampé de lisi i 10 mL de sarcosil. Homogeneitzar.

= Incubar de 15 a 20 minuts al bany maria a 65°C amb agitacio suau.

» Dividir el lisat en 3 tubs polipropile de 50 mL i afegir-hi un volum de
cloroform/alcohol isoamilic (24:1). Barrejar suaument per inversio.

= Agitar durant 20 minuts.

= Centrifugar a 2000 rpm durant 15 minuts a 4°C.
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Transferir el sobrenedant a tubs Falcon de 50 mL. Afegir-hi un volum de
cloroform/alcohol isoamilic (24:1) i barrejar suaument per inversio.

Agitar durant 20 minuts.

Centrifugar a 2000 rpm durant 15 minuts a 4°C.

Transferir el sobrenedant a tubs Falcon de 50 mL, afegir 2/3 (v:v) d’alcohol
isopropilic fred (-20°C) i invertir suaument els tubs per tal de precipitar I’ADN,
que es visualitza com un agregat cotonds de color blanc.

Amb l'ajuda d'una nansa de vidre transferir I’'ADN a un tub Falcon 15 mL amb
etanol 70%. Deixar assecar a l'aire.

Resuspendre I’ADN en el volum minim de tampd TE.

Guardar les mostres d’ADN genomic a 4°C fins que es faci el gradient de CsCl.
En un tub Falcon de 15 mL pesar 4.025g de CsCl (el més exacte possible).
Tarar el tub i afegir 'ADN genomic i 100 pL de bromur d'etidi a una
concentracié de 20 mg/mL. Dissoldre el CsCl per inversio.

Ajustar el pes a 4.16 g amb tampd TE.

Transferir el contingut a un tub de centrifuga Quick Seal™

(Beckman
instruments, CA). Equilibrar els tubs dos a dos i segellar-los.

Centrifugar a 50,000 rpm durant 16 hores en una ultracentrifuga (Beckman
Coulter Optima™ XL-100K Ultracentrifuge).

Retirar la banda d’ADN i passar-la a un tub Falcon de 15 mL.

Afegir TE fins assolir un volum final de 5 mL.

Afegir un volum d‘alcohol isoamilic. Barrejar per inversio i esperar fins que se
separin dues fases.

Retirar la fase alcohdlica. Repetir I'operacio fins que la fase aquosa quedi neta
de restes de bromur d'etidi.

Recuperar la fase aquosa en un tub Falcon de 50 mL. Afegir-hi TE fins a un
volum de 15 mL.

Afegir 1/10 d’acetat sodic 3M, pH 5.3, i 2.5 volums d'alcohol etilic al 96% fred
(-200C) per tal de precipitar el ADN.

Pescar ’ADN amb una nansa de vidre i rentar-lo amb etanol al 70%.
Resuspendre I’ADN en tampd TE. Guardar a 4°C.

Comprovar la qualitat de I’ADN per electroforesi en gel d’agarosa i quantificar
mitjancant espectrofotometria a una longitud d’ona de 260 nm (1 Ao = 50ug
d’ADN). La puresa de I'ADN es pot estimar mitjancant el calcul de la relacié
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d’absorbancies a 260 i 280 nm (Azs0/ Azs0): una relacié entre 1.8 i 2.0 correspon

a una preparacio practicament lliure de proteines.

Tampo d’extraccio

Tampé de lisi

Sorbitol 500 mM Tris-HCl a pH 7.5 0.2M
Tris-HCl a pH 8.0 100 mM NaCl 2.0M
EDTA 25 mM EDTA 0.05M
Bisulfit sodic * 20 mM CTAB 2% (p:v)
* Afegir en el moment d'utilitzar el tampo. Sarcosil

N-Lauril Sarcosina 5% (p:v)

NOTA: L'’ADN genomic s’ha de guardar a 4°C (i no a -20°C) per evitar la seva

fragmentacio. A la vegada, no s’ha de deixar assecar el precipitat translicid d’ADN

ja que després resulta molt dificil de resuspendre.

3.2 REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La técnica de la reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) ha estat emprada per

amplificar els fragments d’ADN a partir de '’ADN genomic.

Les condicions de PCR que a continuacid es descriuen han estat optimitzades a un

volum final de 20 pL per cadascuna de les parelles d’encebadors en un termociclador
de gradient PTC-200 (MJ Research, Waltham, Massachusetts).

Condicions generals

ADN genomic 40 ng
Tamp6 5x Colorless GoTaq® (Promega) 1x

MgCl, 1.5 mM
dNTPs 0.5 mM
Encebador directe 0.25 uM
Encebador revers 0.25 uM
ADN polimerasa GoTaq® (Promega) 2.5 unitats

Ajustar a 20 L amb H,O
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En I'esquema seglient es mostra el programa que segueix el termociclador:

0 0
940C 940C 790C 720C

2min 25seg  \ Ta / t Smin

20seg

Desnaturalitzacié6 Desnaturalitzacié Aparellament Extensio Extensio final
2min. a 94°C 25seg. a 94°C 20seg.aTa Xseg.a72°C 5min.a72°C

35 cicles

Es considera que el temps d'extensio (t) és de promig 1 minut per cada kb a

amplificar.

Seleccionem com a temperatura d’aparellament optima aquella que déna lloc a una

Unica banda i proporciona, alhora, major quantitat de producte de PCR.

El fragment d'interés és amplificat en un termociclador PE GeneAmp® PCR System
9700 (Applied Biosystems) utilitzant les condicions anteriorment descrites i a

temperatura d’aparellament fixa.

La comprovacid de I'amplificacid es realitza analitzant 1/10 del volum total del producte
de PCR en un gel d’agarosa entre 1'1.5% i el 2%, en funcié de la mida dels fragments

amplificats.

3.3 PURIFICACIO DE PRODUCTES DE PCR

El metode emprat es basa en la utilitzacié d'una reina que s’uneix a I’ADN, fent possible
I'eliminacié de restes de dNTPs, encebadors i ions del tampd de PCR de la mostra. En
el nostre cas, s’ha utilitzat el kit comercial High Pure PCR Product Purification kit

(Roche applied Science), seguint les recomanacions del fabricant.

L’ADN obtingut per aquest metode és de gran puresa i apte per ser utilitzat en tot tipus

de reaccions enzimatiques.
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3.4 PRECIPITACIO D’ACIDS NUCLEICS

= Afegir 0.1 volums d'acetat sodic 3M (pH 5.3) i 2 volums d’etanol absolut fred
(-20°C). Agitar i mantenir a temperatura ambient durant 15 minuts.

= Centrifugar a 3000 rpm 45 minuts a 4°C.

= Descartar el sobrenedant, afegir 70 mL d’etanol 70% i agitar per inversio.

= Centrifugar a 3000 rpm 15 minuts a 4°C.

» Descartar el sobrenedant. Deixar assecar el pellet fins que I'etanol s’evapori.

Resuspendre en H,0 o en el tampd més adequat.

3.5 SEQUENCIACIO DE PRODUCTES DE PCR

Per la seqiienciacié dels fragments amplificats s'ha utilitzat el kit BigDye™ terminator
v1.1/Sequencing Standard Kit (Applied Biosystems). La reaccid de seqiienciacid es
realitza en un volum final de 10 pL i les condicions de la reaccié s’han optimitzat de la

seguent manera:

Condicions generals

Producte de PCR 20-40ng
BigDye™ terminator vi1.1 2 uL
TDS 2 L
Encebador a 3,2 uM 1L

Ajustar a 10 uL amb H,0

El programa que seguim és el que recomana el fabricant:

(o]
% C 720C
10 500C 4

51!

Desnaturalitzacié Aparellament Extensio
10seg. a 96°C 5seg.a 50°C 4min.a 72°C

25 cicles

Un cop acabada la PCR es precipiten els fragments amplificats amb l'objectiu d’eliminar
de la mostra els terminadors (ddNTPs) marcats no incorporats i I'excés d’encebadors.

El precipitat es resuspén en 12 pL de formamida Hi-Di™ (Applied Biosystems) i la
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seqiienciacid s'ha realitzat en un seqiienciador ABI Prism® 3130xI Genetic Analyser
(Applied Biosystems).

L'analisi de les seqiiéncies es realitza amb el programa informatic Sequencher™ versio
4.8 (Gene Codes Corporation; Ann Arbor, MI). Aquest mateix programari ens permet
fer una deteccid i analisi dels polimorfismes (SNPs i indels) presents.

3.6 ANALISI DE MICROSATEL'LITS

L'analisi de microsatel'lits es basa en l'estudi de les repeticions en tandem de
seqliencies curtes flanquejades per seqiiéncies altament conservades que es troben
disperses per tot el genoma de les cel'lules eucariotes. Els microsatél'lits son

selectivament amplificats per detectar variacions en el nombre de repeticions.

3.6.1 Analisi de microsateél'lits per marcatge fluorescent

Cadascun dels loci analitzats s'amplifica per PCR mitjancant una parella d’encebadors
especifics (Taula 3), dels quals I'encebador directe ha estat marcat amb un fluorocrom.

Els fluorocroms utilitzats de manera més freqiient sén FAM™, VIC®, NED™ i PET®.

3.6.1.1 Amplificacio dels microsatel'lits

Les condicions de PCR que a continuacié es descriuen han estat optimitzades per un

volum final de 10 pL.

Condicions generals.

ADN genomic 40 ng
Tamp6 5x Colorless GoTaq® (Promega) 1x

MgCl, 1.5 mM
dNTPs 0.2 mM
Encebador directe 0.2 uM
Encebador revers 0.2 uM
ADN polimerasa GoTaq® (Promega) 1.5 unitats

Ajustar a 10 yL amb H,O
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L'amplificacié es duu a terme en un termociclador PE GeneAmp® PCR System 9700

(Applied Biosystems) en les condicions indicades a continuacio:

0 0
940C 940C 720C 720C

2min 25seg  \ Ta / t Smin

20seg

Desnaturalitzacié Desnaturalitzacié Aparellament Extensio Extensio final
2min. a 94°C 25seg. a 94°C 20seg.aTa Xseg.a72°C 5min.a72°C

35 cicles

3.6.1.2 Analisi dels productes de PCR

Posteriorment a la seva amplificacid, els fragments marcats seran separats en funcié
de la seva mida mitjancant un equip automatitzat d’electroforesi capil*lar amb deteccid
fluorescent (ABI Prism® 3130x/ Genetic Analyser, Applied Biosystems). Com a
marcador intern de pes molecular s'utilitza el GeneScan™ 500 LIZ® (Applied
Biosystems). Per optimitzar el rendiment de I'electroforesi, es barregen els productes

de diverses amplificacions en funcié de la seva mida i del fluorocrom dels encebadors.

Les dades obtingudes van ser analitzades i verificades manualment mitjancant el

programari GeneMapper® v4.0 (Applied Biosystems).

3.6.2 Analisi de microsateél'lits per marcatge radioactiu

3.6.2.1 Amplificacio dels microsatel'lits
Cadascun dels loci analitzats s'amplifica per PCR amb una parella d’encebadors

especifics (Taula 3). Les condicions de PCR que a continuacié es descriuen han estat

ajustades a un volum final de 15 pL.
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Condicions generals.

ADN genomic 40 ng
Tampd 5x Colorless GoTag® (Promega) 1x

MgCl, 1.5 mM
dATP, dTTP i dGTP 0.13mM
dCTPs 3 UM
Encebador directe 0.4 uM
Encebador revers 0.4 uM
a[*P] dCTP 0.03 pCi
ADN polimerasa GoTaq® (Promega) 1.5 unitats

Ajustar a 15 pL amb H,0

L'amplificacié es duu a terme en un termociclador PE GeneAmp® PCR System 2700

(Applied Biosystems) en les condicions indicades a continuacio:

0 0
940C 940C 720C 720C

2min 25seg  \ Ta / t Smin

20seg

Desnaturalitzacié Desnaturalitzacié6 Aparellament Extensio Extensio final
2min. a 94°C 25seg. a 94°C 20seg.aTa Xseg.a72°C 5min.a72°C

35 cicles

3.6.2.2 Electroforesi en gel d’acrilamida (PAGE)

A/ Neteja dels vidres (mida 38 x 50 cm)

- Netejar el vidre més gran seguint el seglient ordre: H,O i sabo, H,0, H,0
destil-lada, etanol, acetona i etanol.

- Netejar el vidre més petit seguint el seglient ordre: H,0O i sabo, H,0, H,0
destil-lada, etanol i acetona.

- A la campana, siliconar el vidre més petit amb Sigmacote® (Sigma — Aldrich).

Deixar assecar durant 5 minuts. Netejar el vidre amb etanol 70%.
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B/ Muntatge

- Muntar l|'aparell d'electroforesi vertical seguint les recomanacions del
fabricant.
- En un vas de precipitats es barregen:
100 mL acrilamida 6%
400 pL de APS 10% (Sigma — Aldrich)
80 pL de TEMED (Sigma — Aldrich)
- Injectar la solucid entre els dos vidres. Introduir la pinta (5 mm) pel costat
pla. Deixar solidificar entre 30 i 60 minuts.
- Un cop solidificat, netejar amb una xeringa les restes d’acrilamida i urea dels
pouets.
- Omplir la cubeta superior i inferior amb TBE 1x. Realitzar una pre-

electroforesi a una potencia constant de 95W, per escalfar el gel fins a 55°C.

C/ Electroforesi

- Afegir 5 YL de tampd de carrega a cada mostra de PCR marcada
radioactivament amb «[33P] dCTP.

- Desnaturalitzar durant 3 minuts a 94°C. Mantenir en gel.

- Carregar en el gel 3.5 UL de la barreja al gel. Correr I'electroforesi a 95W
constants (2900-2300 V, 50-60mA ) durant 90 — 120 minuts.

D/ Tractament del gel

- Buidar la cubeta superior que conté TBE 1x.

- Desmuntar I'aparell d’electroforesi, vigilant especialment a I'hora de separar
els dos vidres.

- Col'locar un paper Whatmann 3MM seqtiencialment sobre el gel sense que
es formin bombolles, de manera que quedi ben enganxat. Separar amb
delicadesa del vidre. Recobrir el gel amb plastic transparent i col*locar ho
entre dos papers de filtre.

- Assecar durant 1 hora a 80°C en un assecador de gels.

- Exposar a un film d‘autoradiografia Curix RP2 plus™ (Agfa HealthCare).

Posteriorment, revelat del film.



Tampo de carrega

Acrilamida 6%*

Formamida 95% (p:v)

EDTA
Blau de bromofenol
Xilencianol

TBE 10x 1x
Acrilamida:bis-acrilamida (19:1) 6%
Urea 7.5 M

Guardar a -20°C, pH 8.0

3.6.2.3 Interpretacio dels patrons de bandes

Guardar a 4°C a la foscor
* Filtrar a través de membrana de 0.22um

Les dades obtingudes es van analitzar manualment. Els resultats conflictius van ser

reexaminats.

3.7 ANALISI DE SNPS

L'analisi per high resolution melting és un meétode basat en les propietats de

dissociacié de la doble cadena d’ADN, que permet la deteccid de SNPs en petits

productes de PCR. La presencia de SNPs produeix la formacié d’heterodlplexs que sén

distingibles dels homoduplexs perquée canvien la forma de la corba de fusio de I’ADN.

Les condicions de PCR que a continuacid es descriuen han estat optimitzades per un

volum final de 10 pL.

Condicions generals

ADN genomic

Master Mix 2x (Roche)
MgCl,

Encebador directe

Encebador revers

20 ng
1x

2.5 mM
0.3 uM
0.3 uM

Ajustar a 10 yL amb H,O

Tant I'amplificacié com |'elaboracié de la corba de fusié es duu a terme en un sistema

de Real-Time PCR LightCycler® 480 (Roche Applied Science) en les condicions

indicades a continuacio:
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Temp. Temps Patro de lectura

Desnaturalitzacio 950C 10 min. -
Amplificacio 950C 10 seg. -
45 cicles Ta 15 seg. -
720C 15 segq. re
HRM 950C 1 min. -
40°0C 1 min. -
65°C 1 seq. -
950C re,
Refrigeracio 400C 10 seg. -

tal Patrd de lectura de la fluorescéncia puntual.
&) Patrd de lectura de la fluorescéncia continu

L'analisi de les dades experimentals obtingudes es realitza mitjangant el programari
Gene scanning del LightCycler 480® (Roche Applied Science). Aquest programari és
capag d'analitzar la forma de les corbes tant de mostres individuals com de grups de
mostres que presenten corbes de fusid similars. No obstant, aquells casos que van

resultar ambigus van ser analitzats de nou per seqgiienciacio.

4. CONSTRUCCIO DE MAPES GENETICS

Els marcadors s’han col'locat en el mapa de lligament existent de la poblacid BC,
(Quilot et al. 2004) utilitzant MAPMAKER/EXP versid6 3.0 (Lander et al. 1987).
Tanmateix, considerant la particularitat de I'encreuament, les taxes de recombinacio (r)
entre els diversos marcadors s’ha calculat assumint que aquestes son idéntiques pels
encreuaments BC; i BC,, mitjancant el maximum likelihood method descrit per Allard
(1956). La funcid de Kosambi (Kosambi, 1944) ha estat utilitzada per convertir les

taxes de recombinacid en distancies genetiques.

Per a la representacid dels mapes de lligament i els QTLs s’ha emprat el programari
MapChart versié 2.2 (Voorrips, 2002).

54



PUBLICACIONS






SATURACIO, CONSTRUCCIO I COMPARACIO DE MAPES DE
LLIGAMENT EN QUATRE POBLACIONS DE PRUNUS

Per E. ILLA!, P. LAMBERT? B. QUILOT? J. M.AUDERGON?, E. DIRLEWANGER?, W.
HOWAD?, L. DONDINI*, S.TARTARINI*, O. LAIN®, R. TESTOLIN®, D. BASSI® i P. ARUS!

IRTA, Centre de Recerca en Agrigendmica CSIC-IRTA-UAB, Carretera de Cabrils Km 2,
08348 Cabrils, Spain

’INRA, UR1052, Unité de Génétique et Amélioration des Fruits et Légumes (GAFL),
Domaine de St Maurice, B.P. 94, F-84143 Montfavet, France

’INRA, UR419, Unité de Recherches sur les Espéces Fruitieres (UREF), B.P. 81,
F-33140 Villenave d'Ornon, France

*Dipartimento di Colture Arboree, University of Bologna, via Fanin 46, Bologna, Italy
>Dipartimento di Scienze Agrarie e Ambientali, University of Udine,Via delle Scienze
208, 33100 Udine, Italy

®Dipartimento di Produzione Vegetale, University of Milan,Via Celoria 2, 20133, Milano,
Italy

Journal of Horticultural Science & Biotechnology (2009)
ISAFRUIT Special Issue 168-175
http://www.jhortscib.com/isafruit/isa pp168 175.pdf

Un dels objectius del Projecte ISAFRUIT era la realitzacid d’analisis genétics en 4
poblacions de Prunus, dues de presseguer (P. persica) i dues d'albercoquer (P.
armeniaca), per identificar gens majors i QTLs (Quantitative Trait Loci) per a caracters
d’interés relacionats amb la qualitat del fruit. Per aix0, es requeria |'elaboracié de
mapes de lligament saturats en cadascuna de les poblacions. A l'inici del projecte, es
disposava de mapes de lligament per a una poblacié F, intraespecifica de presseguer,
una BC, presseguer x P. davidiana (utilitzant el presseguer com a progenitor
recurrent) i una F; albercoquer x albercoquer. Hem saturat aquests mapes
principalment amb marcadors de tipus microsatél'lit o SSR (simple sequence repeats).
A la vegada, s’ha construit un nou mapa, elaborat Unicament amb marcadors de tipus
SSR, per a una quarta poblacié F; albercoquer x albercoquer. La preséncia de

marcadors comuns ha permes comparar els quatre mapes amb el mapa de referencia
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de Prunus, construit a partir d'una poblacié F, ametller ‘Texas’ x presseguer ‘Earlygold’
(TxE). Com s’havia observat anteriorment, la conservacié de la sinténia aixi com la co-
linealitat dels marcadors constitueixen una regla general que proporciona una
evidencia addicional de I'elevat grau de semblanca entre tots els genomes de Prunus.
L'analisi de les distancies genétiques entre els diferents mapes suggereix que els
mapes de genomes similars tenen nivells més alts de recombinacié que els construits

amb genomes més allunyats, especialment, en el cas de creuaments interespecifics.
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SATURACIO DEL GENOMA DE PRUNUS AMB GENS CANDIDATS PER A
LA QUALITAT DEL FRUIT

Eudald Illa'*, Iban Eduardo**, Jean Marc Audergon®, Francesca Barale?, Elisabeth
Dirlewanger®, Zhongshan Gao’, Annick Moing®, Patrick Lambert®, Loick Le Dantec?,
Xiongwei Li°, Jean-Luc Poéssel’, Carlo Pozzi?, Laura Rossini®’, Alberto Vecchietti?, Pere

ArGs! i Werner Howad*

T JRTA. Centre de Recerca en Agrigenomica CSIC-IRTA-UAB, Carretera de Cabrils Km 2,
08348 Cabrils (Barcelona), Spain.

2 Parco Tecnologico Padano, Via Einstein, Localita Cascina Codazza, 26900 Lodi, Italy.

7 INRA-UR1052. Unité de Génétique et Amélioration des Fruits et Légumes, 84000 BP
94, 84143 Montfavet, France.

?INRA-UR419. Unité de Recherches sur les Espéces Fruitiéres, BP 81, F-33140 Villenave

dOrnon, France.

’Institute of Fruit Science, The State Agriculture Ministry Laboratory of Horticultural
Plant Growth, Development and Biotechnology, Zhejiang University, Hangzhou,
310029, PR China.

®INRA-UMR619 Fruit Biology, BP 81, F-33140 Villenave d'Ornon, FR, France

’ Universita degli Studi di Milano, Dipartimento di Produzione Vegetale, Via Celoria 2,
20133 Milano, Italy

*Els dos primers autors van contribuir de la mateixa manera en aquest treball

Molecular Breeding, DOI: 10.1007/s11032-010-9518-x
http://www.springerlink.com/content/x9500005456w616t/

L'aproximacié per gens candidats (GCs) per a la identificacié dels gens implicats en
I'expressio d'un caracter requereix del coneixement previ de la posicié en el genoma de
tants gens potencialment causants de la variabilitat fenotipica observada com sigui

possible. Aquesta posicid es compara després amb la de gens majors o loci de
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caracters quantitatius (QTLs, de l'angles gquantitative trait loci) descrits per aquest
caracter i les co-localitzacions gen major—-GC o GC—QTL indicaran una possible relacié
causa-efecte. A partir de col'leccions d'ESTs (Expression Sequence Tags), hem
seleccionat 273 seqliéncies corresponents a GCs de rutes metaboliques que afecten el
creixement del fruit i a la seva la maduracid, la textura, el contingut en sucres i acids
organics, I'aroma i el color i les hem mapat en el mapa de referencia del génere Prunus
(TXE), que esta construit a partir d'una poblacié F, procedent d'un creuament
interespecific entre A. dulcis (ametller) i P. persica (presseguer). Per aconseguir-ho,
hem aplicat una aproximacié per bin mapping, en que la utilitzaci6 de només vuit
individus: sis plantes altament informatives de la progénie TXE més un dels
progenitors i l'individu hibrid F; son suficients per determinar la posicié d'un determinat
marcador. El mapatge selectiu ha resultat ser una estrategia molt eficient. S’han pogut
mapar 206 GCs (87%) basant-nos, principalment, en la segregacié d'un o més SNPs
(polimorfisme de nucledtid simple) en la seva seqiencia. Aquests GCs es troben
distribuits al llarg de tot el genoma de Prunus i constitueixen una bona eina per a
I'analisi genética dels fruiters d’aquest genere (presseguer, prunera, albercoquer i
cirerer) i ametller. Les co-localitzacions entre els GCs i gens majors o QTLs
responsables de la variabilitat natural dels caracters involucrats en la qualitat de fruit al
genere Prunus han estat determinades a partir de la informacid disponible en les seves

respectives posicions.

Paraules clau: Gen candidat, mapatge selectiu, Prunus, Qualitat del fruit, variabilitat
dels SNPs.
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CARACTERITZACIO GENOMICA DELS PUTATIUS AL'LERGENS A
PRESSEGUER / AMETLLER I LA SEVA SINTENIA EN POMERA

Lin Chen'?, Shuiming Zhang'®, Eudald Illa®, Lijuan Song', Shandong Wu? Werner
Howad?, Pere Ar(s®, Eric van de Weg®, Kunsong Chen' i Zhongshan Gao'?

Linstitute of Fruit Science, The State Agriculture Ministry Laboratory of Horticultural
Plant Growth, Development and Biotechnology, Zhejiang University, Hangzhou,
310029, PR China

’Allergy Research Center, Zhejiang University, Hangzhou, 310058, PR China

*IRTA. Centre de Recerca en Agrigendmica CSIC-IRTA-UAB, Carretera de Cabrils Km2;
08348 Cabrils (Barcelona), Spain

*Plant Research International, Wageningen University and Research Centre, PO box 16,
6700AA, Wageningen, The Netherlands

>Key Laboratory of Pomology, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, PR China

BMC Genomics 2008, 9:543 doi:10.1186/1471-2164-9-543
http://www.biomedcentral.com/1471-2164/9/543

Introduccio: Els fruits de diverses especies de la familia Rosaceae han estat descrits
com una de les causes de reaccions al*lérgiques. Els al‘lergens descrits en aquestes
especies pertanyen principalment a quatre families de proteines: proteines
relacionades amb patogenesi de tipus 10 (PR-10), proteines tipus taumatina (TLP,
proteines PR-5), proteines de transferéncia lipidica no especifiques (nsLTPs, proteines
PR-14) i profilines (PRF). Aquestes families d’al*lergens han estat préviament mapades
en pomera (Mal dI a 4) i el subsegient estudi genétic per determinar la seva
variabilitat al*lelica i les seves propietats hipoal-lergeniques sha dut a terme
recentment. Al presseguer (Prunus persica), aquestes families al‘lergdgenes s’han
denominat Pru p 1a 4i a l'ametller (Prunus dulcis) Pru du 1 a 4. L'analisi genética amb
les eines moleculars disponibles actualment ajudara a establir les causes per a les
diferéncies existents en quant a I'al*lergenicitat dels diferents cultivars de presseguer.
Aquest estudi té com a objectius caracteritzar els gens possiblement al*lergogens al

presseguer, per a una posterior determinacié de la seva seqliéncia i respectiva posici6
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en els mapes de lligament i comparar-los amb els seus homolegs préviament

caracteritzats a pomera (Malus x domestica).

Resultats: S'han identificat vuit gens Prv p/du 1, quatre dels quals sén nous. Tots els
gens Pru p/du 1 van ser mapats en un mateix bin, al comencament del grup de
ligament 1 (G1). Cinc gens Pru p/du 2 van ser mapats en quatre grups de lligament
diferents: dos gens Pru p/du 2.01 molt similars (A i B) a G3, Pru p/du 2.02 a G7,Pru
p/du 2.03a G8 i Pru p/du 2.04 a G1. Es van trobar diferencies en I'estructura intronica
— exonica d'aquests gens Pru p/du 2 aixi com en la seva seqiiéncia aminoacidica. Tres
gens Pru p/du 3 (3.01-3.03) que contenien un intrd i un mini exd de 10 bp s’han
mapats en un cluster a G6. Dos gens Pru p/du 4 (Pru p/du 4.01 i 4.02) s’han localitzat
a G1i G7, respectivament. El clister Pru p/du 1 de G1 s’alinea amb els dlusters Mal d 1
a LG16; Pru p/du 2.01Ai Ba G3 amb Mal d 2.01A i Ba LG9, el cluster Pru p/du 3 de
G6 amb Mal d 3.01 a LG12; Pru p/du 4.01 a G1 amb Mal d 4.03 a LG2; i Pru p/du 4.02
de G7 amb Mal d 4.02 a LG2.

Conclusié: Un total de 18 gens putativament al*lergdogens de presseguer i/o ametller
han estat mapats en 5 grups de lligament. Les seves posicions confirmen |'elevada
macrosinténia entre presseguer — ametller i pomera. Aquestes dades ajudaran a
identificar els gens clau en les diferéncies d'al*lergenicitat entre els diferents cultivars

de presseguer i la resta d'especies del genere Prunus.
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ANALISI DE QTLS DE QUALITAT DE FRUIT EN UNA POBLACIO BC, DE
PRESSEGUER x PRUNUS DAVIDIANA

La recerca realitzada en aquest capitol és part d'un projecte Europeu (ISAFRUIT) en el
que han intervingut grups d‘investigadors de diversos paisos. El pla de treball consisti
en estudiar el mateix grup de caracters de qualitat en quatre descendéncies, dues de
préssec i dues d'albercoc. Nosaltres varem estar a carrec d'una de les descendencies
de préssec (BC2) que esta plantada al Centre de I'INRA d’Avinyd. En aquest capitol
s’exposen els resultats que varem obtenir en aquesta poblacio, per bé que el nostre pla
de publicacié és fer-ho conjuntament amb els de laltra progénie de presseguer.
L'article en aquest moments esta en les primeres fases d'elaboracidé, a carrec
d’Elisabeth Dirlewanger de I'INRA de Bordeus i hagués estat, per tant, impossible
incloure’l aqui. El treball realitzat per cada grup de recerca pel que fa referéncia a

aquesta progenie va ser el segiient:

INRA. Unité de Recherches sur la Génétique et Amélioration des Fruits et Légumes,
84000 Avignon, Franca (Bénédicte Quilot, Patrick Lambert, Jean-Luc Poéssel):
manteniment de la poblacid i presa de dades de tots els caracters de camp i dels

relacionats amb els compostos polifenolics.

INRA. Unité de Recherches sur les Espéces Fruitieres et la Vigne, 33883 Villenave
dOrnon, Franca. (Elisabeth Dirlewanger, Annick Moing, Catherine Deborde, Mickael
Maucourt, Christel Renaud): obtencid de les dades de ressonancia magnética nuclear

(RMN) relacionades amb els continguts de sucres, acids organics i aminoacids.

IRTA. Centre de Recerca en Agrigenomica CSIC-IRTA-UAB, Carretera de Cabrils Km 2,
08348 Cabrils (Barcelona) (Eudald Illa, Werner Howad, Pere Arus): analisi de QTLs dels
caracters de camp, RMN i polifenols. Analisi comparativa de les posicions QTL-gens
candidats. Saturacio de regions escollides del mapa amb nous SSRs. Mapatge d’alguns

gens candidats seleccionats.

Paraules clau: Prunus, QTL, qualitat de fruit, gens candidats, HRM

123



Resum

El control genetic de 73 caracters agronomics i bioquimics relacionats amb la qualitat
del fruit del presseguer s'ha investigat en una poblacié de retroencreuament avangat
derivada d'un encreuament entre Prunus davidiana (clon P1908) i dues varietats
comercials, ‘Summergrand’ i ‘Zéphyr® Un elevat nombre de loci de caracters
quantitatius (QTLs) han estat detectats a partir de les dades fenotipiques obtingudes
durant dos anys consecutius. En total s’han identificat 83 QTLs reproduibles, dels quals
48 explicaven una part important (al voltant del 20% o més) de la variabilitat
fenotipica obtinguda. Alguns d'aquests QTLs es situaren en regions genomiques on
també si trobaren gens candidats (GCs) relacionats amb la qualitat del fruit, la posicié
dels quals al mapa de TxXE ha estat trobada en aquesta tesi. Quatre d’aquests gens
han estat mapats en la poblacid estudiada, fent possible validar si la seva co-
segregacid amb les dades fenotipiques corresponia I'esperada suposant que aquests

causessin la variabilitat observada.

Introduccio

L'analisi conjunta de la segregacié dels marcadors moleculars i les dades fenotipiques
dels caracters d'heréncia quantitativa en descendencies de qualsevol especie permet la
localitzacié de regions on es troben un o més gens que expliquen parcialment la
variacié observada al mapa genetic d’aquestes progenies (Tanksley, 1993). Aquestes
regions, anomenades loci de caracters quantitatius (QTL, de l'angles guantitative trait
loci), fan possible la disseccid de la heréncia del caracter estudiat en diferents QTLs
cadascun dels quals pot ser avaluat individualment per la magnitud del seu efecte,
accid genica, interaccid amb altres QTLs i amb el medi (Tanksley, 1993). Des de la
seva primera aplicacié en tomaquet (Paterson et al. 1988), I'analisi dels QTLs s’ha
convertit en una eina aplicada rutinariament en els estudis genétics de caracters
dinterés en plantes, permetent establir metodologies de seleccié assistida per
marcadors (MAS, de l'anglés marker-assisted selection) per a la millora de caracters
quantitatius (Asins, 2002; Tanksley i Fulton, 2007) i facilitant la clonacié d'alguns d’ells
(Fridman et al. 2000; Liu et al. 2002; Chen et al. 2007).

Una aproximacié a la identificaci6 de gens implicats en I'heréncia de caracters

quantitatius o qualitatius és la anomenada estrategia dels gens candidats (GCs)
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(Plieger et al. 2001). La co-localitzacié en un punt del genoma d’'un gen major o QTL i
de la seqliéncia d'un GC (implicat en vies metaboliques potencialment relacionades
amb l'expressid del caracter estudiat) permet establir possibles relacions causa—efecte
que s’han de comprovar després amb altres aproximacions genetiques (associacio,
complementacié o ambdues). Aquesta estratégia s’ha vist afavorida en els darrers anys
per I'enorme augment de la quantitat de sequiéncies d’ADN conegudes de moltes
especies, el que és conseqiiencia del seu progressiu abaratiment degut a importants
millores metodologiques que han permés la seqiienciaci® massiva i que es coneixen
globalment com a Next-Generation Sequencing (Shendure i Ji, 2008). A Prunus,
existeixen candidats molt contrastats per a dos caracters de gran valor economic, una
RNAsa estilar i un gen F-box com a responsables del sistema d'incompatibilitat
gametofitica d'aquest génere (Ushijima et al. 2003) i el d'un gen que determina el
caracter del fruit de carn dura respecte al de carn tova al presseguer i que
correspondria a una endopoligalacturonasa (Peace et al. 2005). Recentment, varies
publicacions han situat al mapa de referencia de Prunus un nombre molt elevat
(>1,000) de seqiiencies de gens coneguts. Una bona part d'ells sén gens relacionats
amb la qualitat del fruit (Ogundiwin et al. 2009; Illa et al. Capitol 2) i d'altres s6n
seqliencies COS (Conserved Ortholog Seguences), que consisteixen en ESTs
(Expressed Sequence Tags) de rosacies, poma, maduixa i préssec, homologues a gens

de copia Unica a Arabidopsis (Cabrera et al. 2009).

A préssec existeix informacié sobre la posicidé en el mapa de gens majors (Dirlewanger
et al. 2004) i QTLs (Dirlewanger et al. 1999; Etienne et al. 2002; Verde et al. 2002;
Quilot et al. 2004; Dirlewanger et al. 2005; Dirlewanger et al. 2006) per caracters de
qualitat de fruit, particularment els relacionats amb mesures de camp (forma, mida,
color de la pell i la polpa, fermesa de la carn del fruit, €poques de floracié i maduracio,
etc.) aixi com daltres relacionats amb el contingut de sucres i acids organics. Alguns
d’ells (Quilot et al. 2004) han estat detectats en la mateixa poblacid que estudiem
aqui: la descendéncia del segon retroencreuament d’un hibrid préssec x P. davidiana
utilitzant el préssec com a parental recurrent. No obstant, aquesta analisi es fara en
aquest cas amb un mapa més complet i saturat, gracies a la millora descrita a Illa et al.
(2009), per un conjunt de caracters més ampli, incloent moltes de les mesures de
camp, perd amb una analisi més a fons dels sucres, acids organics i aminoacids i amb
la inclusié d'un conjunt de metabodlits nous, els polifenols, detectats per cromatografia

liguida d'alta pressié (HPLC). Finalment, podrem situar en el mapa la posicié dels nous
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gens candidats mapats en aquesta tesi per Illa et al. Capitol 2 i comparar-los amb les
posicions dels QTLs identificats. Aixd suposa un augment notable de la informacié de
que disposem actualment sobre la variabilitat i heréncia d'aquests caracters en P~.
persica i alhora permetra avaluar l'interés dels gens aportats per I'especie silvestre.
Aquesta informacid pot ser Util per a aplicar estrategies de millora basades en un
coneixement més profund de la genética dels caracters d'interés que previsiblement

facilitaran la obtencio de noves varietats més atractives i saludables per al consumidor.

Material i metodes

Material vegetal

La poblacié BC2 va ser obtinguda pels investigadors del Centre de Recerca d’Avinyd
(sud-est de Franca) de I'INRA (Pascal et al. 1998; Foulongne et al. 2003; Quilot et al.
2004). Es va generar a partir de I'encreuament del clon P1908 de I'especie silvestre
P. davidiana amb P. persica cv. Summergrand, una nectarina de carn groga
desenvolupada a finals de la decada de 1970. Un dels hibrids F; resultants (SD40) va
ser seleccionat pel seu bon nivell de resistencia enfront a oidi (Sphaerotheca pannosa
var. persicae) per donar lloc a la progénie BC; per retroencreuament, utilitzant
‘Summergrand’ com a progenitor recurrent. Es va utilitzar una mescla de pol-len dels
hibrids BC; per fecundar una altra varietat de presseguer, Zéphyr® (cv. Monphir).
Aquesta nectarina de carn blanca, més recent que ‘Summergrand’, va ser escollida per
I'alta qualitat dels seus fruits. Tenint en compte la proporcio en els origens dels al-lels
de P. persica respecte als de P. davidiana, la poblacié obtinguda (anomenada BC2
d’ara en endavant) seria assimilable a una progenie de tipus BC,. Tanmateix aquesta
poblacié es diferencia d'una poblacid BC, real perquée els progenitors utilitzats per
obtenir les poblacions BC; i BC,, malgrat ser molt similars i generalment tenir al‘lels

distingibles del parental P. davidiana, no son idéntics.

La poblacié BC2 consta de 163 individus que, conjuntament amb els tres progenitors,
P. davidiana, ‘Summergrand’ i ‘Zéphyr®, van ser empeltats en peus de GF305 i
sembrats de forma completament aleatoria (en fileres de 5 m i 1.1 m entre fileres)
amb 1 arbre per genotip, als terrenys del Centre de Recerca INRA d’Avinyé al 2001. Els

arbres van ser cultivats en condicions normals d'irrigacio, fertilitzacid i control de
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plagues. Les fonts de variabilitat ambiental entre genotips i entre fruits d'un mateix

genotip van se minimitzades per podes d’aclarida.

Fenotipatge dels caracters relacionats amb la qualitat dels fruits

Els caracters mesurats es van dividir en tres categories (Taula 1): els basats en dades
de planta i fruit amb un minim processament instrumental (que anomenarem “mesures
de camp”), i els que s‘obtingueren de l'analisi d’extractes de polpa del fruit amb
ressonancia magnetica nuclear (abreujats "RMN”) i amb cromatografia liquida d'alta
pressié (abreujats "HPLC"). En total s‘obtingueren dades de 73 caracters dels que 27
eren mesures de camp, 23 RMN i 23 HPLC (Taula 1).

El treball de camp per a la caracteritzaci6 fisica i bioquimica dels fruits (dates de
floracio i maduracio, pes del fruit i del pinyol, fermesa de la polpa, coloracid, contingut
total en solids solubles (SSC), acidesa titulable i pH) va ser dut a terme durant els anys
2005 i 2006. La composicié de la polpa va ser analitzada mitjancant ressonancia
magnética nuclear de protons (*H-RMN) pels metabolits principals a I'INRA de Bordeus
i per cromatografia liquida d'alta pressié (HPLC) pels compostos fenolics a I'INRA

d’Avinyo.

Per cada genotip, es van escollir sis fruits homogenis, sans i sense malmetre per
preparar una Unica mostra per al seu analisi bioquimic (*H-RMN i HPLC). Es va eliminar
la pela i el pinyol dels sis fruits i la polpa es va congelar immediatament en nitrogen
liquid i es va guardar a -80°C. Les mostres es van triturar en nitrogen liquid fins a
obtenir una pols fina, que es va liofilitzar i conservar a -20°C fins a la realitzacié de les

analisis.

La determinacié dels compostos polars es va dur a terme per 'H-RMN seguint el
protocol descrit anteriorment (Mounet et al. 2007; Deborde et al. 2009) amb petites
modificacions. Es va tenir especial cura a I'hora de preparar els extractes. Aixi, es va
afegir una solucié de sal sodica d’acid etilendiaminotetracetic (EDTA) per permetre la
quantificaci6 absoluta dels metabolits individuals i per millorar la resolucid i
quantificacié dels acids organics (acid malic i acid citric). Els parametres d’adquisicié de
la RMN van ser minuciosament escollits. Per a la quantificacié dels diferents metabolits

es va utilitzar una referéncia electronica. Breument, els metabolits polars es van
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extreure a partir de 50 mg de pols de mesocarpi liofilitzada mitjancant una serie
d’extraccions successives en 2 mL de mescles hidroalcoholiques: 80/20, 50/50 (v/v) i
una extraccio final en 2 mL d'H,0, durant 15 min a 80°C. Els tres sobrenedants van ser
assecats parcialment al buit, mesclats, reduits a sequedat al buit i liofilitzats. Els
extractes liofilitzats es van mesclar amb 500 uL de tampo potassi fosfat 400 mM a pH
6.0-0.6 mM EDTA en D0, es van titular amb una solucié de KOD a pH 6.0 i es van
tornar a liofilitzar. Els espectres quantitatius per 'H-RMN van ser obtinguts a 500.162
MHz i 300 K en un espectrometre Bruker Avance (Wissembourg, Franca) amb una
sonda inversa de 5 mm, utilitzant un angle d'impuls de 90° i una referencia electronica
per a la quantificacid. L'assignacioé dels metabolits en els espectres d'RMN es va dur a
terme per comparacié amb els valors de desplagament quimic de protons descrits a la
bibliografia (Fan, 1996; Moing et al. 2004; Biais et al. 2009), per comparacié amb els
espectres dels compostos autentics i realitzant alguns experiments de 2D COSY RMN
en mostres representatives. Les concentracions dels metabolits en tub de RMN es van
calcular utilitzant una referéncia electronica (Mounet et al. 2007) calibrada amb
estandards comercials i el contingut absolut dels metabdlits identificats es va
determinar en referencia al pes sec. Els compostos no identificats es van anomenar
utilitzant el valor mig del desplacament quimic del protd i la seva multiplicitat en el
grup corresponent de ressonancia (per ex. unknownD4.5 per a un doblet a 4.5 ppm).

Aquests compostos es van quantificar en unitats arbitraries.

Els compostos fenolics i cianogenics es van extreure tres cops a partir de 200 mg de
pols liofilitzada del mesocarpi mitjancant una mescla d’etanol fred i H,O (70/30, v/v).
Els extractes es van evaporar a sequedat durant tota una nit en un concentrador al
buit, després es van dissoldre en 300 uL d'H,0 destil*lada, es van diluir amb 700 pL de
metanol per a HPLC i es van filtrar a través d'un filtre PTFE de 0.45 pm, abans de ser
analitzats per cromatografia liquida d'alta pressid. Les analisis per HPLC es van dur a
terme amb un aparell Prominence de Shimadzu (Japd) equipat amb un detector de
xarxa de diode i per al control de I'aparell i I'adquisicié de les dades es va utilitzar el
programari Shimadzu’s LcSolution (Japd). Els compostos es van separar per HPLC en
fase inversa amb una columna LiChroCART® (250 mm x 4 mm) amb fase solida de 4
um Superspher® 100 RP-18 endcapped, Merck (Darmstadt, Alemanya). Els solvents
utilitzats per I'elucié en gradient van ser H,0 acidificada a pH 2.6 amb acid ortofosforic
(solvent A) i metanol qualitat HPLC (solvent B). Els compostos fenolics van ser

detectats a 280 nm mentre els compostos cianogénics es van analitzar a 262 nm. La
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identificacié dels compostos es va realitzar per comparacié del seu temps de retencio i
espectre UV amb el de compostos estandards d’Extrasynthése (Genay, Franca) i
Phytolab (Vestenbergsgreuth, Alemanya). A la vegada, aquestes identificacions van ser
confirmades per HPLC acoblada a un espectrometre de masses per comprovar el pes
molecular i comparar els patrons de fragmentaci6 amb el dels estandards. La
quantificaci6 de cadascun dels compostos es va realitzar mitjancant corbes de
calibratge individuals per a cada compost estandard i els resultats en van expressar en
micrograms per gram de pes sec (ug/g PS). Quan no es disposava del compost
estandard corresponent, els resultats es van expressar respecte al compost equivalent
més proper. Els compostos no identificats es van expressar en unitats d’area per gram

de pes sec.

L'analisi fenotipica es realitza durant dos anys consecutius. L'any 2005 es van estudiar
110 individus, per als quals es van prendre dades de 72 caracters dels 73 estudiats;
mentre I'any 2006 es van analitzar 70 caracters en 121 individus. Aixi doncs, entre els

dos anys es van analitzar 105 individus i 69 caracters fenotipics comuns (Taula 1).

Els valors promig observats per a cada genotip i cada any es van utilitzar per calcular
les correlacions entre cadascun dels caracters pels anys 2005 i 2006. El calcul de les
correlacions de Pearson es feu mitjangant el programa JMP v5.1.2 per a Windows (SAS
Institute, 2004).

Analisi de QTLs

L'analisi de QTLs es va dur a terme utilitzant el programari WinQTLcartographer versid
2.5 (Wang et al. 2006). La deteccié de QTLs es va dur a terme per separat per cada
any mitjancant analisi d'un sol marcador i mapatge per intervals (IM). Tanmateix,
només els resultats derivats de IM es presenten en aquest treball. Un llindar de LOD>2
va ser escollit per declarar un QTL com a significatiu. No obstant, quan es va detectar
un QTL un any amb un LOD>3 i a l'altre amb un LOD>1.9, en la mateixa posicid,

aquest Ultim es va tenir en compte.
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Genotipatge dels gens candidats

Sis gens candidats, préviament mapats en el mapa de referencia ‘Texas’ x ‘Earlygold’
(TxE) (Illa et al. Capitol 2) i que coincidien amb la posicié de QTLs detectats en aquest
treball, van ser seleccionats per ser incorporats al mapa genétic de la poblacié BC2. Els
GCs van ser amplificats i re-seqiienciats en els progenitors de la progénie BC2
(P.davidiana, *Summergrand’ i ‘Zéphyr®) i en I'hibrid F; (SD40) utilitzant els protocols i
encebadors descrits a Illa et al. (Capitol 2). L'alineament de les seqiiéncies es va
realitzar amb el programa informatic SEQUENCHER™ versi6 4.8 (Gene Codes
Corporation; Ann Arbor, MI). Els GCs que van mostrar polimorfisme a nivell de

seqliéncia (Taula 2) van ser valorats en tota la poblacié BC2.

Els GCs seleccionats es van genotipar per High Resolution Melting (HRM) a partir del
disseny d’encebadors especifics que amplifiquessin un petit fragment de seqiiéncia
(<100 pb) al voltant d’un Unic polimorfisme, evitant la presencia d‘altres variacions en
la seqiliéncia de la regié d'aparellament dels encebadors (Taula 3). Els encebadors van
ser dissenyats utilitzant el programari PRIMER3 (Rozen i Skaletsky, 2000;

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) seguint les seglients especificacions: temperatura

d’aparellament (Tm) entre 58 i 62°C (optima 60°C), longitud mitjana dels encebadors

de 20 nucleotids i mida esperada del fragment amplificat per PCR de 100 pb.

Tant la PCR com I'HRM es van realitzar en una placa de 96 pous en un LightCycler®
480 (Roche Applied Science). El volum de reaccié va ser 10 pL, 2.5 yL d’ADN genomic
(8 ng'uL™) van ser afegits als 7.5 pL de la mescla de reaccié que conté 2.5 mM de
MgCl,, 300 nM dels encebadors directe i revers i 1x HRM master mix (Roche Applied

Science).

Per aquest estudi només es va utilitzar un kit de master mix comercial. El programa de
PCR es va iniciar amb una desnaturalitzacié inicial de 10 min a 95°C, seguida de 45
cicles a 95°C durant 10 s, 60°C a 15 s i 72°C a 15 s. Després de I'amplificacid, les
mostres es van escalfar a 95°C durant 1 min i després es refredaren a 40°C durant 1
min. Les corbes de fusié van ser generades amb les dades obtingudes de la lectura
continua de la fluorescencia durant la rampa final de 65°C a 95°C a 1.1°C/s. Les dades
de fluorescéncia resultants es van processar amb el programari LightCycler480® Gene

Scanning versié 1.5 (Roche Applied Science).
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La informacid obtinguda per cada gen candidat es van incorporar al conjunt de dades
dels marcadors analitzats en la poblacié BC2 (Illa et al. 2009). L'analisi del lligament es
va realitzar amb el programari MAPMAKER/EXP V3.0 (Lander et al. 1987). Considerant
I'origen particular de la progenie BC2, les freqliencies de recombinacié entre parelles
de marcadors es van calcular com si es tractés d’'un BC;, ja que utilitzant el métode de
maxima versemblanga (Allard, 1956) els estimadors de la fraccié de recombinacié sén
els mateixos que per a un BC,. La funcié de Kosambi (Kosambi, 1944) es va utilitzar

per convertir les fraccions de recombinacié en distancies genetiques.

La representacid dels mapes de lligament i dels QTLs es va elaborar amb el programari
MAPCHART versi6 2.2 (Voorrips, 2002), amb les distancies genétiques en centimorgans
(cM).

Resultats

Variacio i correlacio dels caracters fenotipics

La distribucid dels diferents caracters va ser molt similar durant els 2 anys (Figura 1).
Només alguns trets analitzats van mostrar una distribucié normal: pes del fruit,
fermesa de la polpa, percentatge de la coloracid vermella de la pell, contingut en
matéria seca (DMC), inositol i sacarosa. En canvi, la fructosa i la relacid entre el

contingut de fructosa — glucosa (FGratio) presentaven una distribucié bimodal.

Els coeficients de correlacié d’Spearman entre els diferents caracters es mostren a la
Taula suplementaria S1. Les correlacions entre els dos anys oscil*len entre 0.95 en la
data de maduracié i 0.08 pel compost fendlic no identificat a42m. En tots dos anys, es
van observar fortes correlacions positives entre la data de maduracié i el pH, la
concentracié de sorbitol i el contingut del compost fenolic no identificat a89m;
correlacions negatives van ser detectades pel contingut de citrat, acid aspartic, alanina,
valina i prunasina. A la vegada, la massa del fruit va correlacionar positivament amb la
data de floraci6 i el contingut de sacarosa i negativament amb les concentracions de
glucosa, xilosa, acid cafeoilquinic 1, acid criptoclorogenic i diversos compostos fendlics

sense identificar.
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Deteccio dels QTLs

L'analisi de QTLs es va realitzar mitjancant mapatge per intervals (IM) en els valors
promig observats per a cadascun dels genotips i any. En total es detectaren 319 QTLs
ambdds anys, 173 al 2005 i 146 al 2006 (Figura 2, Taula 4), que representaren
cadascun entre el 6.9 i el 71.7% de la variacid fenotipica dels caracters analitzats
(PEV). Pels 69 caracters fenotipics comuns analitzats, 83 QTLs van ser estables o
reproduibles, és a dir, detectats el 2005 i 2006 en la mateixa posicié del mapa. Els
demes QTLs es van considerar poc reproduibles i es descartaren per analisis posteriors.
En total, doncs, el nombre de QTLs diferents detectats en el periode dels dos anys,
considerant només els caracters mesurats ambdds anys va ser de 227, dels que només
83 foren reproduibles (37%). Els QTLs trobats pels 27 caracters agrupats dintre de les
mesures de camp varen ser els més reproduibles (45%), i els obtinguts amb els 23
caracters HPLC els que menys (32%), mentre que les dades obtingudes amb els 23
caracters RMN van quedar en una posicid intermédia (37%). Entre els QTLs
reproduibles, 48 (58%) explicaren una part important de la variacié fenotipica
observada (PEV=10% i al menys PEV>20% un dels dos anys), i els vam considerar
QTLs majors. El nombre de QTLs majors no divergi massa entre els grups de caracters
(13 QTLs per les mesures de camp, 15 pels derivats de RMN i 20 pels derivats de
HPLC).

Pel que fa a la data de floracid, es va trobar un Unic QTL per tots dos anys en el grup
de lligament 1 (G1). A la vegada, per tots dos anys, un QTL reproduible per data de

maduracid es va poder associar al polimorfisme del marcador AC6 en G2.

Respecte al pes fresc del fruit, es van detectar quatre QTLs diferents, tres d'ells
localitzats en G1 i l'altre en G4. A la vegada, entre els marcadors PC60 i CPPCT030
(G6) es va detectar un QTL amb una elevada proporcié en la variacié observada en el
pes del pinyol (PEV0s = 31.5% i PEV2g0s = 27.2%).

Tres QTLs que modulen la coloracié vermella de la pell dels fruits es van localitzar en
els grups de lligament 2, 5 i 6. Tanmateix, entre tots ells, el que va tenir tingué una
major contribucié en la variacié del caracter era el QTL situat a la regié inferior del G5,
entre els marcadors BPPCT014 i AG108 (PEV2005 = 20.6% i PEV,g06 = 19.5%).
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A més de tots els QTLs descrits anteriorment, es van detectar nombrosos QTLs que
podrien afectar el contingut de diferents metabolits en la polpa dels fruits. Entre altres,
es pot destacar un QTL pel contingut de fructosa que es trobava estretament lligat al
marcador PC78 (G1) i que permetia explicar la variacio fenotipica del caracter entre un
40.4 i el 64.7%. A més, a la meitat del G7, s’ha detectat un QTL reproduible que

permetria explicar la variacid en el contingut de glucosa fins a un 40.7%.

Alguns dels caracters bioquimics com I'acid neoclorogénic i la prunasina, van ser es
varen mesurar amb RMN i amb HPLC. Els resultats obtinguts van ser parcialment
concordants. Un QTL major per I'acid neoclorogenic es troba en ambdds casos a G6,
pero un altre QTL major en una posicid diferent va ser detectat Unicament per les
dades de HPLC. Pel que fa a la prunasina, vam trobar tres QTLs reproduibles amb RMN
als G2, G5 i G6, dos dels quals (G2 i G6) eren majors. Les dades d'HPLC van permetre
Unicament detectar-ne un de reproduible al G6, en una posicid propera al trobat per
RMN; un altre QTL al G2 va ser detectat només I'any 2005 per HPLC.

Co-localitzacions CG — QTL

Un cop determinada la posicid dels diferents QTLs es van identificar vuit co-
localitzacions entre els QTLs majors detectats i els GCs mapats a ‘Texas’ x ‘Earlygold’
(TxXE) (Illa et al. Capitol 2) que vam considerar amb més possibilitats de detectar
associacions significatives. Aquestes co-localitzacions es van trobar en tots els grups de

lligament a excepcid de G2, G6 i G8 i es descriuen en el segiient paragraf.

Dos QTLs estables relacionats amb la coloracié de la polpa dessecada (Lpowder i
apowder) i que coincidien amb dos QTLs més pel contingut de diferents antocians
(anthol i antho2) s’han detectat a la part baixa de G3. Aquests QTLs co-localitzaven
amb el gen Udgtl que codifica per l'enzim UDP-glucosa:flavonol 3-O-
glucosiltransferasa, enzim que participa en la modificacié de les antocianidines. A G4,
es situa un gen (Ar?), que codifica per a un altre enzim que intervé en la ruta de sintesi
de antocianidines (antocianidin-3-glucosid ramnosiltransferasa), que co-localitza amb
QTLs per la coloracié de la polpa dessecada. Pel que fa a la fermesa i al percentatge
de coloracié vermella de la pell, es van detectar diversos QTLs a la mateixa regié de G5
(al voltant de BPPCT014). Gens que codifiquen per una pectat liasa (P/) i una endo-
beta-1,4-glucanasa (£g4) co-localitzen amb un QTL de fermesa, i un gen que codifica

133



per la flavonoid 3'-monooxigenasa (F3%h) co-localitza amb un QTL per coloracio
vermella de la pell. El QTL pel contingut de glucosa descrit a la zona mitjana-baixa de
G7 coincideix amb dos QTLs relacionats amb el metabolisme dels sucres descrits
anteriorment (Quilot et al. 2004) i amb la posicié de dos GCs que codifiquen per una
sacarosa sintasa (SusI) i una hexoquinasa (Hk2). Un altre co-localitzacié interessant va
ser la del QTL pel contingut en fructosa descrit en el G1 i un gen que codifica per una
fructoquinasa (FkI), enzim que té un paper rellevant en el metabolisme de la fructosa i

la sacarosa.

Mapatge dels gens candidats a BC2

De les vuit co-localitzacions GC — QTL identificades al paragraf anterior vam decidir
centrar-nos en aquelles que es troben en G1, G5 i G7 que impliquen sis gens candidats
relacionats amb contingut en sucres, color i fermesa de la carn del préssec. Aquests sis
gens candidats, préviament mapats a ‘Texas’ x ‘Earlygold’ (TxE) (Illa et al. Capitol 2),
van ser amplificats i re-seqlienciats en els progenitors de la descendencia BC2
(P.davidiana, *Summergrand’ i ‘Zéphyr®) i en I'hibrid F; (SD40) per tal de detectar la
presencia de qualsevol tipus de polimorfisme. En quatre dels sis GCs es va detectar
com a minim un polimorfisme a nivell de seqiieéncia (Taula 2). EIl nombre de SNPs per
GC oscil'lava entre 1 (per Hk2) i 7 (per P/I). En total se’n van detectar 12 en una
longitud total de 2,574 pb (1 SNP cada 215 pb de mitjana).

Pel mapatge dels 4 GCs es va optar per I'is de la HRM amb encebadors especifics
(Taula 3). Els productes de PCR analitzats per HRM tenien una mida que oscil*lava
entre els 86 i els 100 pb. En tots els casos, el polimorfisme detectat en la descendencia
de la poblacid BC2 fou coherent amb els patrons observats en els progenitors. La
segregacié observada va permetre assignar una posicid a cadascun dels gens
candidats (Figura 1). En G5, la pectat liasa (P/I) co-segregava amb el marcador
EPDCU4658, mentre que la F3% va localitzar-se entre els marcadors AG46 i BPPCT014.
A la vegada, Suslii HkZ2 es troben situats a la part baixa del G7.

Una nova analisi de QTLs es va dur terme incorporant la posicié dels GCs per tal de
veure on es localitzaven els QTLs (Taula 5). Tant els QTLs de fermesa com el que
intervé en la coloracié vermella de la pell dels fruits seguien trobant-se en la mateixa

regié entre els marcadors BPPCT014 i AG108 (G5). En els dos casos, la posicié del punt
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maxim de LOD del QTL és a prop, perd no coincideix amb la localitzacié dels GCs. En
G7, el punt maxim de LOD del QTL pel contingut de glucosa coincideix amb la posicid
de Susl.

Discussio

Un total de 73 caracters fenotipics (27 mesures de camp, 23 RMN i 23 HPLC)
relacionats amb la qualitat del fruit van ser analitzats durant dos anys consecutius en
una poblacié de presseguer derivada del segon retroencreuament de A. davidiana i dos
cultivars diferents de P. persica. Dels 173 QTLs detectats al 2005 i els 146 al 2006, 83
van resultar ser estables durant els dos anys; la resta només es detecta en un dels
dos. Aquestes diferencies entre els resultats podrien explicar-se considerant que els
canvis ambientals entre anys van resultar en una variacid fenotipica que no va
permetre detectar el QTL en un d’ells o bé perque en un dels dos anys s’havia detectat
un QTL alla on no hi era. Aquesta manca d’estabilitat entre els QTL detectats en anys
diferents coincideix amb els resultats descrits a la bibliografia sobre caracters
relacionats amb la qualitat de la fruita. Utilitzant una poblacié F, intraespecifica de
préssec, Etienne et al. (2002) i Dirlewanger et al. (1999) van identificar sobre 30 QTLs
totals, un QTL estable durant dos anys pel pes fresc i per la concentracié de sorbitol i
dos per a la data de maduracid, el pH, I'acidesa titulable, el contingut d’acid malic i el
contingut d’acid citric. Verde et al. (2002) en un BC; (P. ferganensis x préssec) X
préssec van detectar només un QTL estables per la data de floracié i maduracid, i dos
pel color del fruit de la pell i el contingut de solids solubles dels 12 QTLs totals
detectats. A la vegada, Quilot et al. (2004) en la mateixa poblacié que nosaltres van
identificar un QTL estable durant dos anys consecutius per set caracters: data de
floracio, pes fresc, diametre polar del fruit i pel contingut de solids solubles, fructosa i
acids citric i malic (7 QTLs estables dels 92 QTLs detectats).

Les dades obtingudes en aquest treball ens han permes trobar un nombre relativament
alt (83) de QTLs estables que han estat identificats en 7 dels 8 grups de lligament del
mapa de la poblacid BC2. Tanmateix, hi ha certes regions que concentren un bon
nombre de QTLs (per exemple, la regid terminal del G3 i G5). Aquests QTLs podrien
estar produits per varis gens localitzats en la mateixa zona cromosomica o als efectes

pleiotropics d'un sol gen que actuaria sobre diversos caracters.
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Comparacio entre les posicions dels QTLs de qualitat de fruit trobats
anteriorment a la poblacié BC2

L'objectiu principal pel que es va crear la poblacié utilitzada en aquest assaig va ser per
estudiar la possible utilitat de P. davidiana per a incorporar al presseguer gens de
resisténcia enfront a l'oidi i a altres malalties i insectes (Foulongne et al. 2003), la gran
variabilitat generada per aquest encreuament interespecific va ser també Util per a
estudiar altres caracters, particularment els relacionats amb la qualitat del fruit (Quilot
et al. 2004).

Quilot et al. (2004) van realitzar una analisi de QTLs per 25 caracters durant 2001 i
2002, obtenint un total de 92 QTLs. D’aquests 25 caracters, 14 son comuns amb el
treball que aqui es presenta, fet que ens permet comparar els resultats obtinguts. En
general, els resultats van ser bastant semblants, destacant diversos QTLs localitzats
com a reproduibles en ambdds treballs pels seglients caracters: pes del pinyol (G6),
data de floracio (G1), pes fresc del fruit (G4), contingut de glucosa (G7) i contingut en
fructosa (G1). Alguns QTLs reproduibles a Quilot et al. (2004) només han estat trobats
un any en aquest treball, com la data de maduracid (G4), el contingut de solids
solubles (G5), el contingut en materia seca de la polpa (G5) o el contingut en acid citric
(G3). Altres caracters que tenien QTLs estables en aquest treball, només es van trobar
un any a Quilot et al. (2004): época de floraciod (G5), pes fresc del fruit (G1) i contingut
d’acid quinic (G6). A dos caracters que havien estat estudiats només un any per Quilot
et al. (2004) vam trobar QTLs estables en el nostre estudi que eren comuns, és el cas
de la coloracié de la carn (G1i G3) i de la pell (G5), que els confirmarien. També hi ha
exemples de QTLs estables a Quilot et al. (2004) que no van ser trobats en aquest
estudi, com un QTL pel contingut de solids solubles (G4), un de contingut de sacarosa
(G7) i un de contingut en sorbitol (G4).

Co-localitzacions QTL — GC

En G1, prop del marcador PC78, hem detectat un QTL amb un efecte molt important
(PEV > 40%) en el contingut de fructosa dels fruits. En la mateixa regié del mapa de
TxE, s’hi va localitzar el gen Fk1 que codifica per una fructoquinasa, un dels enzims
que pot afectar la concentracié de fructosa dels fruits (Kanayama et al. 2005). La

manca de polimorfisme del fragment del GC que vam sequienciar en els progenitors de
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la poblacié BC2 no permet confirmar o desmentir I'associacié de FkI en la variacié del

caracter.

Dos GCs (P/1i Eg4) relacionats amb la fermesa del fruit es van localitzar en el bin 5:41
de TxE (Illa et al. Capitol 2), entre els marcadors CPSCT006 i CPSCT022. Tant PL1
com EG4 participen en la degradacid de la paret cel'lular i, conseqilientment, en
I'estovament del fruit (Marin-Rodriguez et al. 2002; Peace et al. 2005; Trainotti et al.
2006). La participacio de la pectat liasa en I'estovament dels fruits va ser descoberta fa
anys en platan (Dominguez-Puigjaner et al. 1997; Payasi i Sanwal, 2003), raim (Nunan
et al. 2001) i maduixa (Medina-Escobar et al. 1997). En maduixa, per exemple,
I'activitat de la pectat liasa va ser demostrada a partir de la troballa d'un gen antisentit
capag de reduir I'estovament dels fruits de manera significativa (Jimenez-Bermudez et
al. 2002). Tanmateix, I'analisi de QTLs realitzat després de la incorporacié de la posicio
de P/1 al mapa de BC2 treu importancia a la co-localitzacid, doncs aquest es troba a
16.1 cM del punt maxim del QTL. En canvi, £g4 no ha pogut ser cartografiat en la
poblacié BC2.

A la zona terminal de G7, prop de la posicié del marcador pchcms2 (a 38.7cM de
I'extrem del grup de lligament), s’hi va detectar un QTL estable pel contingut de
glucosa que coincideix amb altres tres relacionats amb el metabolisme dels sucres:
sacarosa, fructosa i contingut total en sucres que s’havien trobat abans (Quilot et al.
2004; Dirlewanger et al. 2006). Aquests QTLs es troben en la mateixa regid del
genoma, suggerint que podrien correspondre a un Unic QTL (Quilot et al. 2004).
Proper a aquest punt, trobem dos gens que codifiquen per una hexoquinasa (Hk2) i
una sacarosa sintasa (SuslI), dos enzims que, per |'activitat que desenvolupen, podrien
estar relacionats amb la dolcor dels fruits. La sacarosa sintasa intervé en la conversio
reversible de la sacarosa en D-fructosa i UDP-glucosa en el citoplasma (Sun et al.
1992; Zrenner et al. 1995). A la vegada, la hexoquinasa catalitza la primera etapa en el
metabolisme de la glucosa, la produccié de glucosa 6-fosfat per al seu Us en les
principals vies metaboliques com la glucdlisi i la respiracid cel*lular, la biosintesi de
sacarosa, la via oxidativa de les pentoses fosfat, la biosintesi del midé i la sintesi de
trehalosa (Granot, 2008). El mapatge dels dos gens va ser possible i es situaren en
posicions molt proximes (39.3 cM de linici del grup de lligament per Hk2 i 39.6 per

SusI). L'analisi de QTLs posterior al mapatge d’aquests gens indica que el maxim de
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LOD del QTL que vam detectar es situa en la posicié de Susi, fet que reforcaria el seu
valor com a possible gen responsable d'aquest caracter.

A les zones vermelles de la pell del presseguer s’hi acumula principalment cianidina-3-
glucosid (Tomas-Barberan et al. 2001; Tsuda et al. 2004). L'acumulacid d'aquest
compost té lloc progressivament durant el desenvolupament del fruit, principalment
per l'increment en I'expressid de gens de la biosintesi d'antocianines com la xalcona
sintasa (clau en la biosintesi de flavonoides), la flavonoid 3'-monooxigenasa, la
dihidroflavonol-4-reductasa i la leucoantocianidin dioxigenasa (Tsuda et al. 2004). La
co-localitzacié d'un gen que codifica per la flavonoid 3'-monooxigenasa (F3'H) i un QTL
relacionat amb la coloracié vermella de la pell fa pensar que I'activitat d'aquest enzim
podria estar relacionada amb els canvis en la tonalitat vermella de la fruits. La
localitzacié d'aquest gen en el mapa va ser possible i, tot i estar localitzat a la regid
esperada, no va coincidir amb la posicié del maxim de LOD del QTL el que, sense
invalidar la seva possible relacié causa — efecte amb el caracter del color de la pell, ho

fa menys probable.

A més de les estudiades amb més profunditat, altres co-localitzacions han estat
detectades entre els QTLs identificats i els gens candidats per a la qualitat del fruit.
Aquestes altres co-localitzacions estan relacionades amb la coloracié de la polpa
dessecada (Lpowder i apowder) i el contingut d’antocians (anthol i antho2), totes elles
en G3. Aquests QTLs co-localitzaven amb UDP-glucosa:flavonol 3-O-glucosiltransferasa
(Ufgtl), enzim que participa en la modificacié de les antocianidines. A petlnia, els
mutants d’aquest locus acumulen glucosids de cianidina que els confereix una coloracid
vermella (Kroon et al. 1994). Tanmateix, recentment en la mateixa regié s’ha mapat el
factor de transcripcid Myb10, proposat com a element responsable del control del color

del fruit a la cirera (Sooriyapathirana et al. 2010).

Conclusions

En aquest treball hem estudiat 73 caracters relacionats amb la qualitat del fruit del
presseguer i determinat un nombre important de QTLs estables que determinen la
seva heréncia. La comparacido amb els gens candidats mapats anteriorment i aquests
QTLs ens ha permeés trobar algunes co-localitzacions interessants que hem comencat a
analitzar en més detall. En els darrers mesos han estat publicats varis treballs que,

amb aproximacions semblants, han situat centenars de nous gens potencialment
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interessants al mapa de Prunus (Cabrera et al. 2009; Ogundiwin et al. 2009). El recent
accés (des d'Abril de 2010) a la seqiiéncia completa del genoma del presseguer
(http://www.rosaceae.org/node/355) obre perspectives molt més amplies per a la

identificacid de gens candidats, dirigint la cerca no només en base a la relacié de la
funcié del gen amb el caracter d'interés sind també a la posicié al genoma d’aquests
QTLs, el que permet una focalitzacid molt més precisa d’aquesta cerca. S'obre una
nova etapa en la que, a partir de la informacié generada en aquest i altres treballs
sobre la identificacid de les regions genomiques on hi ha el gens dinterés, sigui
possible trobar aquests gens d'una manera més senzilla i exhaustiva, el que resultara
en avencos substancials en la comprensid de la genetica dels caracters clau de la
qualitat del fruit, en la deteccid dels seus diferents al-lels i el seu efecte fenotipic i en el
desenvolupament de marcadors que permetin seleccionar les variants al*leliques més
interessants en poblacions segregants. D’aquesta manera s‘obtindran amb menys
esforc i més fiabilitat noves varietats millorades tant pels que les hagin de conrear com

per aquells que n'hagin de consumir els fruits.
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Figures

Figura 1: Distribucio dels diferents caracters mesurats als individus de la poblacié BC2
durant els anys 2005 (taronja) i 2006 (verd).

Figura 2: Localitzacié dels QTLs detectats en la poblaci6 BC2 durant 2 anys
consecutius. Els marcadors de color taronja corresponen als gens candidats relacionats
amb qualitat de fruit mapats en aquest treball. Ftime, data de floracid; Mtime, data de
maduracid; Pmeter, fermesa (penetrometre); Durofel, fermesa (durofel); Fmass, pes
de fruit fresc; SMass, pes del pinyol en fresc; SF ratio, pes del pinyol/ pes del fruit;
OverColour, percentatge de coloracid vermellosa de la pell (anotacié visual); Lback,
brillantor (de 0 (negre) a 100% (blanc)) _ background; aback, de vermell (128) a verd
(-128) _ background; bback, de groc (128) a blau (-128) _ background; Hback, hue
angle _ background; Lsur, brillantor (de 0 (negre) a 100% (blanc)) _ surimpression;
asur, de vermell (128) a verd (-128) _ surimpression; bsur, de groc (128) a blau (-128)
_ surimpression; Hsur, hue angle _ surimpression (Minolta colorimetre); 74, acidesa
titulable; SSC, Contingut en solids solubles; DMC, contingut de materia seca de la
polpa; pHpowder, pH de la pols; Lpowder, brillantor (de 0 (negre) a 100% (blanc)) _
pols; apowder, de vermell (128) a verd (-128) _ powder; bpowder, de groc (128) a
blau (-128) _ powder, FGratio, relacid fructosa/glucosa; Glc, glucosa; Fruc, fructosa;
Sucr, Sacarosa; Xy, xilosa; Ino, inositol; Qui, quinat; Git, citrat; Mal, malat; Suc,
succinat; Asn, asparagina; Asp, aspartat; Ala, alanina; Va/, valina; Unkd0.9, compost
no identificat amb doblet a 0.9; UnkdZ2.0, compost no identificat amb doblet a 2.0;
PrunNMR, prunasina (M7.55); Phenol, Fenol (M7.45); CQI, cafeoilquinat 1; CQZ,
cafeoilquinat 2; NeoChloroNMR, acid neoclorogénic; ACI, acid neoclorogenic (isoforma
cis); AC2, acid clorogenic (isoforma cis); NeoChloroHPLC, acid neoclorogenic;
ProcyanBl1, procianidina B1; ProcyanBZ2, procianidina B2; pCQ, acid p-coumaroilquinic;
Cat, catequina; Chloro, acid clorogénic; Crypto, acid criptoclorogénic; DCQ, acid 3,5-
dicafeoilquinic; Anthol, curomanina; Antho2, antocia no identificat; PrunHPLC,
prunasina; a42min, pic a 42 min; aé4m, pic a 64 min, a83m, pic a 83.8 min, a&86m, pic
a 86.7 min, a89m, pic a 89.8 min, a92m, pic a 92.6 min, a93m, pic a 93.4 min, ag5m,
pic a 95.1 min, g96m, pic a 96.9 min; i a98m, pic a 98.7.
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Figura 1:
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Figura 1 (continuacio):
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Figura 1 (continuacio):
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Figura 1 (continuacio):
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Figura 1 (continuacio):
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Taules

Taula 1: Caracters relacionats amb la qualitat del fruit analitzats a la poblacié BC2
durant 2005 i 2006.

Acronim 2005 2006
Mesures de camp: Caracters agronomics
Data de floracid (Calendari Julia) Ftime X X
Data de maduracid (Calendari Julia) Mtime X X
Préssec/nectarina Peach X X
Fermesa (penetrometre) Pmeter X X
Fermesa (Durofel) Durofel X X
Pes fresc del fruit (g) Fmass X X
Pes fresc del pinyol (g) Smass X X
Relacié de masses del pinyol i el fruit Sfratio X X

Mesures de camp: Caracters de la carn

Acidesa titulable TA - X
Contingut de matéria seca de la polpa DMC X X
Contingut de solids solubles (index refractométric) SSC X X
pH pH X X
pH de la pols (a Bordeus) pHpowder X X
Mesures de camp: Coloracio de la pell (anotacio visual)
Polpa vermella Bloody X -
Percentatge de coloracié vermellosa de la pell (anotacio6 visual)  OverColor X X
Mesures de camp: Coloracio de la pell (colorimetre)
Brillantor (de 0 (negre) a 100% (blanc)) _ background Lback X X
de vermell (128) a verd (-128) _ background aback X X
de groc (128) a blau (-128) _ background bback X X
hue angle _ background (Minolta colorimeter) Hback X X
Brillantor (de 0 (negre) a 100% (blanc) _ surimpression Lsur X X
de vermell (128) a verd (-128) _ surimpression asur X X
de groc (128) a blau (-128) _ surimpression bsur X X
hue angle _ surimpression (Minolta colorimeter) Hsur X X

Mesures de camp: Color de la polpa dessecada utilitzant un colorimetre

Brillantor (de 0 (negre) a 100% (blanc)) de la pols (a Bordeus)  Lpowder X X

de vermell (128) a verd (-128) de la pols (a Bordeus) apowder X X

de groc (128) a blau (-128) de la pols (a Bordeus) bpowder X X

hue angle _ de la pols (a Bordeus) Hpowder X X
RMN: Sucres solubles

Relacié entre fructosa i glucosa FGratio X X

Fructosa Fruc X X
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Taula 1: (Continuacio)

Acronim 2005 2006
RMN: Sucres solubles
Glucosa Glc X X
Inositol ino X X
Sacarosa Sucr X X
Sorbitol Sor X X
Xilosa Xyl X X
RMN: Acids organics
Citrat Cit X X
Fumarat Fum X X
Malat Mal X X
Quinat Qui X X
Succinat Suc X X
RMN: Aminoacids
Asparagina Asn X X
Aspartat Asp X X
Alanina Ala X X
Valina Val X X
RMN: Compostos fenadlics
Acid neoclorogénic NeochloroRMN X X
Cafeoilquinat 1 CQ1 X X
Cafeoilquinat 2 CQ2 X X
Fenol (M7.45) Phenol X X
Prunasina (M7.55) PrunRMN X X
RMN: Compostos no identificats
Compost no identificat amb doblet a 0.9 Unkd0.9 X X
Compost no identificat amb doblet a 2.0 Unkd2.0 X X
HPLC: Compostos fenolics
Acid neoclorogeénic (isoforma cis) AC1 X X
Acid clorogénic (isoforma cis) AC2 X X
Acid neoclorogénic AcNeo X X
Procianidina B1 ProcyanB1 X X
Procianidina B2 ProcyanB2 X X
Acid p-coumaroilquinic pCQ X X
Catequina Cat X X
Acid clorogénic AcChloro X X
Acid criptoclorogénic AcCrypto X X
Acid 3,5-dicafeoilquinic DCQ X X
Curomanina (antocia 1) Antho1l X -
Antocia no identificat Antho2 X -
Prunasina Prun X X
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Taula 1: (Continuacio)

Acronim 2005 2006
HPLC: Compostos no identificats
42min a42m X X
64min a64m X X
83.8min a83m X X
86.7min a8ém X X
89.8min a89m X X
92.6min a92m X X
93.4min a93m X X
95.1min a95m X X
96.9min ag96m X X
98.7min a98m X X
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Taula 2: Caracteristiques principals dels gens candidats analitzats a la poblacié BC2.

BIN Mida de Codificant No codificant
Gen Candidat Anotacio I'amplico Poli- Poli-
TxE Mida Mida
(pb) morfisme morfisme

CGPAA2668 Pectat liasa 5:41 603 315 2 288 5
CGPAA3279 Endo-beta-1,4-glucanasa 5:41 424 260 0 164 0
CGPPB3190 Fructoquinasa 1:28 410 410 0 0 0
CGPPB3491 Flavonoid 3'-monooxigenasa 5:46 539 245 1 294 1
CGPPB5756 Hexoquinasa 7:56 267 267 1 0 0
CGPPB6189 Sacarosa sintasa 7:56 331 248 1 83 1

Taula 3: Seqiiencies dels encebadors i mida dels amplicons utilitzats per al genotipatge dels gens candidats a la poblacié BC2 mitjancant HRM.

Mida de
Seqiiencia de I'encebador Seqiiencia de I'encebador i
Gen Candidat Abreviatura SNP I'amplico
directe (5'-3") revers (5'-3")
(pb)
Pectat liasa Pl1 C/T CCAGCTCCTGATGCTGTAAA AACATGAGGATGCACCAGAA 100
Flavonoid 3'-monooxigenasa F3h G/T  TGTCGAAGATCATCCAAAGC GATTTGGTGTTTGCACCGTA 98
Hexoquinasa Hk2 C/A  CTGATCCGAAGCAAATAGTGA AAGGGTCAAGACCAGGGTAG 94

Sacarosa sintasa Susi G/T  CTAGGATCTGCCCTGCTCTT TCTGGCTACCACATTGATCC 86




Taula 4: Localitzacid en els grups de lligament, efectes i contribucions dels QTLs de
caracters de qualitat de fruit analitzats al 2005 i 2006. LG, grup de lligament. A la columna
“Locus” hi ha el marcador que presentava una associaci6 més forta amb el caracter. La
posicio dels marcadors es dona en cM respecte la posici6 inicial de cada grup de lligament. El
valor LOD indica el valor de I'associacié entre el QTL i el marcador, mentre que PEV significa
el percentatge de la variacié explicada per a al QTL considerat. En negreta els QTLs
detectats ambdds anys. Subratllats i en negreta els QTLs majors (al menys PEV>10% i un
dels dos anys PEV>20%).

2005 2006
Caracter Posicio Posicio
LG Locus LOD PEV LG Locus LOD PEV
(cM) (cM)

Mesures de camp: Caracters agronomics

Data de 1 CFF5 11 3.75 14.32
., 1 CFM6 109 3.29 13.12 1 CFM6 106 6.22 20.94
floracio 5 pchgms4 50 2.04 5 BPPCT14 66 3.16 11.69
Data de 2 AC6 36 204 12,64 2 AC6 34 2.15 10.41
maduracio 4 CC59 47 2.21 8.00
1 AG29 63 2.77 11.22
Fermesa 5 CPPCT040 6 2,67 10.84 5 CPPCT040 6 497 17.70
(penetrometre) 5 AG108 73 5.23 20.14 5 BPPCT014 66 3.55 13.08
6 CFM6' 85 2.06 8.33
Fermesa 5 AG46 62 8.13 32.72
(durofel) 7 AG104 28 2.16 8.91
1 AG109 3 276 11.83 1 AG109 3 291 10.73
1 PC30 59 348 15.26 1 CFF19 37 3.57 13.98
1 CFM6 109 279 11,93 1 FG79 104 3.30 13.05
2 CC115 83 2.46 10.84
Pes de fruit 3 UDP96-008 47 2.89 10.34
4 CC129 13 4.62 16.01
4 CC138 56 194 10.65 4 CC138 50 5.04 15.02
6  CPPCT021 85 3.75 16.72
7 MA020a 35 2.87 12.37
1 PC102 46 3.14 11.18
Pes del pinyol 4 CC138 56 3.00 12.15
6 CPPCT030 62 785 31.53 6 PC60 59 7.89 27.24
Relacié  pinyol 1 CFM6 109 445 1790 1 FG79 101 242 10.10
) 2 CC115 83 236 10.10 2 CC115 83 2,27 8.50
ot 6 CFM6' 64 14.77 45.10 6 PC60 58 11.29 34.90
Contingut en
5 AG46 61 2.03 10.10

matéria seca
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Taula 4: (Continuacio)

2005 2006
Caracter Posicio Posicio
LG Marcador LOD PEV LG Marcador oD PEV
(cM) (cM)
Mesures de camp: Caracters de la carn
Préssec/nectarina 5 AG46 61 Perfect 100.0 5 BPPCT014 67 43.18 80.90
Acidesa titulable 1 CFF9 108 2.76  10.33
Contingut solids 5 AG46 60 2.67 12.24
solubles 6  CPPCTO008 2 2.94 12.58
Mesures de camp: Coloracié de la pell (anotaci6 visual)
Polpa vermella 1 AG109 2 4.10 17.50
3 PC13 51 5.05  25.30
Coloracié 2 CFM5 46 2.06 8.30 2 CFM5 46 244 9.00
vermella de la 5 BPPCT014 66 496 20.61 5 AG108 71 .08 19.47
pell 6 FG1 18 271 12,16 6 FG1 18 2.38 8.62
Mesures de camp: Pigmentacio utilitzant un colorimetre
Bback 6 CFM2 50 2.64 11.10
BPPCT014 66 5.26 24.08
Lsur 7 CPPCT039 6 2.36 8.74
1 PC35 74 3.72 17.80
Asur 5 AG46 62 2.52 14.17
6 CPPCT021 67 2.60 12.44
Bsur 5 BPPCT014 66 3.24 15.28
7 CPPCT039 6 2.53 9.33
2 CFM5 48 2.93 20.73
Hsur 5 BPPCT014 66 4.82 21.86
7 CPPCT039 6 2.39 8.86
Mesures de camp: Color de la polpa dessecada utilitzant un colorimetre
1 AG109 1 5.00 21.71 1 AG109 3 5.30 19.91
1 PC30 55 3.70 16.99 1 CFF19 37 5.23 22.29
Lpowder 1 CFF18 86 296 1271
3  UDP96-008 47 4.88 23.24 3 UDP96-008 47 14.51 43.09
4 EPDCU5060 0 6.66 28.55 4 CC51 YA 5.00 18.84
1 UDP96-018 0 2.84 13.43
Apowder 1 PC30 55 290 14.11 1 CFF19 39 3.98 15.60
3 PCi3 51 3.54 1986 3 EG45 49 8.18 26.95
4 EPDCU5060 0 5.20 23.98 4 CC51 5 6.07 20.81
1 PC35 74 2.68 9.79
Bpowder 2 CPDCT004 68 2.15 12.50 2 BPPCT002 66 5.38 22.91
6 FG1 20 2.63 14.96
6 CFF8' 47 391 19.25 6 CFF8' 49 4.23 15.52
Hpowder 6 pchcms5 40 2.34 8.70
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Taula 4: (Continuacio)

2005 2006
Caracter Posici6 Posicio
LG Marcador LOD PEV LG Marcador oD PEV
(cM) (cM)
RMN: Sucres solubles
Relacié 1 AG102 22 2.87 12.1
Fructosa-Glucosa 1 CFF9 106 2.92
1 PC78 42 11.23 404 1 PC78 44 22.51 64.7
2 pchgms1 77 2.50 14.2
Fructosa 3 PC13 51 3.15 11.7
5 FG26 9 2.25 9.1
7 pchcms2 40 2.87 11.2
2 BPPCTO030 77 3.72 17.1
5 MA026a 2 3.93 21.0
Glucosa 5 CPPCTO038 45 2.72 13.2
6 BPPCTO025 50 2.26 9.2
7 pchcms2 40 11.04 40.7 7 pchcms2 40 7.04 235
Sacarosa 4  CPDCT045 42 2.45 11.2
Sorbitol 1 PC102 46 2.35 8.6
1 PC35 76 9.37 41.6
ilosa 2 UDP98-025 23 7.08 35.2
2 pchgms1 72 4.28 14.9
6 CFM2 50 3.13 129 6 CFM2 50 3.26 11.6
1 EPDCU3489 90 2.67 9.6
Inasitol 3  CPPCT044 3 3.43 16.5
cc3 46 4.00 14.0
6 CPPCT021 69 2.55 10.1
RMN: Acids organics
3 CPPCT002 42 2.24 9.7
Citrat 4 AC1 8 3.55 14.4
7 MAO020a 33 2.79 14.2
Malat 1 PC30 57 2.13 8.9
2 UDP98-025 21 2.96 19.2
Quinat 2 pchgmsi 76 5.47 245 2 pchgmsi 72 7.45 24.9
6 CFF8' a7 895 348 6 CFF8' 49 10.11 334
7 CC63b 21 3.09 11.1
Succinat 2 CC41b 85 2.53 9.2
RMN: Aminoacids
6 BPPCT008 32 3.44 15.8
Asparagina 6 PC60 59 4.38 18.8
6 CPPCTO021 63 417 21.6 6 CPPCT021 61 4.02 19.3
Adid aspartic 1 CPPCT027 50 2.3 9.5
4 CC52 79 2.84 13.9
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Taula 4: (Continuacio)

2005 2006
Caracter Posicio Posicio
LG Marcador LOD PEV LG Marcador LOD PEV
(cM) (cM)
RMN: Aminoacids
1 PC35 75 5.69 22.5
Alani 5 AG46 56 227 103 5 AG33 75 2.66 9.5
anina
6 BPPCT008 31 3.07 133 6 CFM2 50 2.06 7.5
7 pchcms2 40 3.52 16.1 7 pchcms2 40 2.24 8.1
1 CFM12 79 6.69 23.5 1 CFM12 79 3.17 11.5
Vali 4 CC51 4 5.5 19.7 4 CC51 4 2.69 9.7
alina
5 AG33 75 2.38 9.0 5 AG33 75 3.45 12,5
7 pchcms2 36 2.2 6.9
RMN: Compostos fenolics
R 1 AG102 20 2.26 10.0
Acid
. 4 CPDCTO045 42 3.02
neo-clorogenic
6 CFM2 52 645 25.3 6 CPPCT021 67 8.07 26.4
1 CFF14 25 2.82 10.2
1 CFM6 109 3.12 11.2
Cafeoilquinat
| (oY) 3 CFF13 39 279 18.3 3 EPDCU3083 27 2.34 9.8
4 CPDCT045 42 5.72 47.4 4 CPDCT045 42 5.20 22.4
6 CPSCT012 37 572 26.6 6 PC60 57 5.24 18.0
1 AG102 18 2.70 12.7
1 PC30 61 2.58 12.2
Cafeoilquinat
AC1 8 3.10 111
2 (CQ2)
6 CPSCT012 39 7.17 285 FG1 20 2.36 9.1
CPPCTO030 62 5.93 21.0
1 CFM12 79 3.53 13.6
2 BPPCT030 83 5.25 22.7
Fenol 4 CC129 14 3.11 12.0
eno
5 pchgms4 50 3.18 12.1 5 CPPCT038 38 3.23 21.6
6 BPPCT008 29 258 11.7 6 CFM2 50 4.62 16.1
7 MAO020a 31 344 131 7 MAO020a 36 2.45 13.1
1 CFM12 79 4.19 17.6
2 UDP98-025 19 5.82 40.1
2 CC115 83 238 11.1 2 BPPCT030 77 6.63 26.0
Prunasina
5 pchgms4 50 402 16.7 5 CPPCTO038 43 2.64
6 BPPCT025 54 7.4 27.6 6 CFM2 50 8.32 27.2
7 MAO020a 31 4.69 19.2
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Taula 4: (Continuacio)

2005 2006
Caracter Posicio Posicio
LG Marcador LOD PEV LG Marcador oD PEV
(cM) (cM)
RMN: Compostos no identificats
1 PC30 59 276 129 1 PC78 42 8.36 30.4
1 EPDCU3489 20 3.65 13.7 1 EPDCU3489 20 5.51 18.9
Unk0.9 3 UDP97-403 7 4.31 23.7
3 PC13 53 248 124 3 PC13 53 4.63 18.9
6 UDP96-001 15 12,63 39.9 6 UDP96-001 15 12,93 39.0
2 pchgms1 72 4.19 14.
Unk2.0 6 CFF25 8 2.09 8.3
6 CPPCTO021 73 2,97 17.5 6 CFM2 50 241 8.8
HPLC: Compostos fenolics
1 AG102 20 2.90 13.32
4 AC1 8 5.49 21.37
Acid 4 CC75 31 297 1342
neoclorogenic 6 EG1 20 596 24.58 6 EG1 24 3.85 17.87
6 CFM2 52 6.61 25.23 6 CFM1 55 11.73 37.49
7 CC132 44 2.45 10.31
1 CFF9 106 2.49 8.99
Acid cis- 4 AC1 8 349  13.87
neoclorogenic 4 CC75 31 2.87 12.40
(AC1) 6 FG1 18 2.41 10.09
7 pchcms2 40 3.21 14.22 7 pchcms2 40 4.00 14.10
Acid cis- EPDCU3083 25 2.45 9.55
clorogénic
(AC2) 5 CPPCT040 6 2.13 9.80
Acid clorogénic 6 CFF12 65 2.28 8.27
3 EPDCU3083 25 2.87 11.65
Acid 4 AC1 8 2.09 772 4 AC1 8 3.29 11.67
criptoclorogénic 4 CC75 31 2,61 998 4 CC75 31 4.42 15.36
6  pchcmsS 40 391 14.03 6 CFM1 55 7.90 26.62
Acid 3 CC20 21 5.85 35.86
p- 4 AC1 8 2.84 12.28
cumariolquinic 6 pchcms5 40 9.99 3593 6 CPPCT030 62 12.92 39.51
1 CFF14 24 2.69 9.67
. 1 CFM12 80 5.04 3549 1 CFM12 78 5.96 20.32
jlccl;j f;&i;l;quinic 4 CC129 15 15.89 53.58 4 AC1 8 17.62 52.02
4 CPDCTO045 42 14.23  71.66
6 FG1 24 2.57
Prunasina 2 CC125 91 2.27 10.95
6 CPSCT012 35 2,19 991 6 PC60 59 9.19 33.82
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Taula 4: (Continuacio)

2005 2006
Caracter Posici6 Posicio
LG Marcador LOD PEV LG Marcador D PEV
(cM) (cM)
HPLC: Compostos fenolics
2 UDP98-025 23 8.17 51.61 2 UDP98-025 25 4.29 32.09
2 BPPCT002 62 5.25 27.50 2 pchgmsl 74 6.29 24.90
Catequina 3 AG56 0 4.27 26.23
6 CPPCTO008 2 4.80 28.60 6 CPPCT008 1] 4.27 17.34
7 CC132 46 3.49 20.04
2 AC6 40 6.90 56.45 2 AC6 38 8.23 54.45
2 BPPCT002 62 4.37 16.03
Procianidina 3 AG56 2 8.84 49.45
B1 CPPCT038 43 4.17 14.88
6  CPPCT008 2 4.14 16.41
7 CC132 46 4.56 26.31
2 UDP98-025 23 6.48 49.51 2 CEM5 50 5.71 25.04
Procianidina 5 AG46 58 2.37 11.15
B2 6 CFF25 5 3.95 16.11 6 UDP96-001 12 490 18.97
7 CC132 44 3.24 13.87
Curomanina 1 PC35 75 2.54 9.20
(antocia 1) 3 PC13 51 3.11  11.68
Antocia no 1 PC35 75 2.5 9.00
identificat
(Antho2) 3 PC13 51 2.80 10.31
HPLC: Compostos no identificats
1 PC30 61 7.46 35.64
4 CC51 7 6.43 26.21
a42m 4 CPDCT045 42 4.71 37.00
6 pchcms5 40 7.05 26.89
7 MAO020a 37 5.55 33.87
1 AG102 22 4.23 19.74
1 PC35 74 5.25 21.87
2 pchgms1 72 5.04 17.33
a64m 4 CC51 7 4.34 21.87
5 CC41a 36 2.17 10.65
6 CFM1 53 8.15 30.12 6 CFF8' 47 8.46 30.48
6 CPPCT021 63 884 4148 6 CFF6' 65 4.07 18.19
1 CFF5 7 2.06 7.48
4  EPDCU5060 0 4.77 9.88
a83m 5 UDP97-401 17 10.92 5,61 5 UDP97-401 17 3.43 22.19
5 AG46 60 12.66 56.37 5 pchgms4 53 2.79 27.62
7 MAO020a 37 283 6197 7 pchcms2 40 4.65 23.60
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Taula 4: (Continuacio)

2005 2006
Caracter Posicio Posicio
LG Marcador LOD PEV LG Marcador LOD PEV
(cM) (cM)
Compostos no identificats mitjancant HPLC
1 CFF5 7 4.66 11.06
4  EPDCU5060 0 481  20.33
C CC138 58 2.22 13.52 4 CPDCT045 38 5.70 22.09
adé6m 4 CC52 81 4.68 18.06
5 CFF22 10 8.49 2744
5 AG46 64 2.99 12.09
6 CFM1 53 2.36 952 6 PC60 57 251  9.04
2 UDP98-025 21 297 12.35
a89m 2 BPPCTO030 77 259 11.33 2 BPPCT002 68 2.72 10.40
8 CPPCTO058 11 4.68 27.63
1 CPPCT042 110 2.14 7.90
a92m 4 CC129 13 3.43 14.14
6 CPPCT021 69 .94 1591 6 PC60 57 7.83 25.63
1 AG109 1 2.04 8.21
293m UDP96-008 47 7.85 26.17
4 AC1 10 2.70 10.62
7 CFF11 25 2.33 9.24
2 pchgms1 74 2.69 10.56
a95m 4 CC129 15 3.73 16.96
6 PC60 57 2.85 10.20
2 CPPCT044 10 4.14 30.60
296m 5 CFF22 12 6.99 26.80
5 AG46 56 6.75 26.02 5 AG46 60 2.35 29.02
6 PC60 57 2.19 8.89
1 UDP96-018 0 348 15.28 1 AG109 3 2.80 11.30
1 PC78 44 5.15 24.13
1 PC35 74 5.30 2340 1 CFF18 86 5.16 20.09
3 PC13 51 5.37 25.47
a98m 4  EPDCU5060 0 420 14.80
4 AC1 12 22.02
5 UDP97-401 17 2.78 16.63 5 CFF22 12 5.90 21.09
6 PC60 57 2.62 9.42
6 CFF6' 69 2.01 9.66 6 CFM6' 69 295 11.27
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Taula 5: Resultats de I'analisi de QTLs elaborat posteriorment a la saturacié del mapa de lligament de la poblacié BC2 amb els diferents GCs.

Només apareixen els QTLs implicats en la co-localitzacié.

2005 2006
Caracter Posicio Posicio
LG Locus LOD PEV LG Locus LOD PEV
(cM) (cM)

5 CPPCT040 7 2.84 11.49 5 CPPCT040 7 496 17.33
(penetrometre) 5 AG108 78 5.43 21.07 5 BPPCT014 72 3.55 13.06
Coloracio vermella de la pell 5 BPPCT014 72 492  20.62 5 BPPCT014 72 5.08 17.27
7 Sus1 45 11.04 43.30 7 Sus1 45 7.73  25.30

Fermesa

Glucosa




Material suplementari

Taula suplementaria S1: Coeficient de correlacié entre els caracters del fruit pels
110 genotips mesurats al 2005 (per sobre la diagonal) i els 121 mesurats al 2006 (per
sota la diagonal) per a la poblacié BC2. La diagonal indica el coeficient de correlacid
entre els 2 anys i 105 genotips eren comuns als 2 anys. Els coeficients de correlacio
van ser calculats amb un valor mitja per cada genotip a partir del promig de 6
repliques. Ftime, data de floracid; Mtime, data de maduracid; Pmeter, fermesa
(penetrometre); Durofel, fermesa (durofel); Fmass, pes de fruit fresc; SMass, pes del
pinyol en fresc; SF _ratio, pes del pinyol/ pes del fruit; OverColour, percentatge de
coloracio vermellosa de la pell (anotacid visual); Lback, brillantor (de 0 (negre) a 100%
(blanc)) _ background; aback, de vermell (128) a verd (-128) _ background; bback, de
groc (128) a blau (-128) _ background; Hback, hue angle _ background; Lsur,
brillantor (de 0 (negre) a 100% (blanc)) _ surimpression; asur, de vermell (128) a verd
(-128) _ surimpression; bsur, de groc (128) a blau (-128) _ surimpression; Hsur, hue
angle _ surimpression (Minolta colorimetre); 7A4, acidesa titulable; SSC, Contingut en
solids solubles; DMC, contingut de materia seca de la polpa; pHpowder, pH de la pols;
Lpowder, brillantor (de 0 (negre) a 100% (blanc)) _ pols; apowder, de vermell (128) a
verd (-128) _ powder; bpowder, de groc (128) a blau (-128) _ powder, FGratio, relacié
fructosa/glucosa; GIc, glucosa; Fruc, fructosa; Sucr; Sacarosa; Xy, xilosa; Ino, inositol;
Qui, quinat; Cit, citrat; Mal, malat; Suc, succinat; Asn, asparagina; Asp, aspartat; Ala,
alanina; Va/, valina; Unkd0.9, compost no identificat amb doblet a 0.9; UnkadZ2.0,
compost no identificat amb doblet a 2.0; PrunNMR, prunasina (M7.55); Phenol, Fenol
(M7.45); (CQ1, cafeoilquinat 1; Q2 cafeoilquinat 2; NeoChloroNMR, acid
neoclorogénic; ACI, acid neoclorogenic (isoforma cis); AC2, acid clorogenic (isoforma
cis); NeoChloroHPLC, acid neoclorogénic; ProcyanB1, procianidina Bl; ProcyanB2,
procianidina B2; pCQ, acid p-coumaroilquinic; Cat, catequina; Chloro, acid clorogeénic;
Crypto, acid criptoclorogénic; DCQ, acid 3,5-dicafeoilquinic; Anthol, curomanina;
Antho2, antocia no identificat; PrunHPLC, prunasina; a42min, pic a 42 min; a64m, pic
a 64 min, a83m, pic a 83.8 min, a86m, pic a 86.7 min, a89m, pic a 89.8 min, a92m,
pic @ 92.6 min, a93m, pic a 93.4 min, a95m, pic a 95.1 min, a96m, pic a 96.9 min; i
ag8m, pic a 98.7. *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001.
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Introduccio: El estudis de genomica comparativa a la familia Rosaceae s’han dut a
terme mitjancant la utilitzacid6 de marcadors comuns entre els mapes genetics
d’espécies del mateix genere o entre especies de géneres estretament relacionats. El
progressiu augment dades de seqliencia i altres recursos genomics tant per Prunus
com per Fragaria permet fer comparacions entre aquests dos generes i el genoma

recentment seqlienciat de Malus x domestica.

Resultats: En aquest estudi, hem realitzat un analisi comparatiu detallat utilitzant la
seqliencia dels marcadors moleculars mapats genéticament en els mapes de referéncia
de Prunusi Fragariaila seqiencia completa del genoma de Malus. La correspondéncia
entre les posicions dels diferents marcadors és elevada i permet una identificacio clara
de blocs sinténics conservats en els tres genomes. La utilitzacié de 129 marcadors
comuns ha permes reconstruir el genoma d'un hipotetic ancestre comu per les

Rosaceae.

Conclusid: Un genoma que contingui 9 cromosomes seria el candidat més probable
com a progenitor ancestral de Rosaceae. El nombre de translocacions cromosomiques
observat entre els géneres estudiats ha resultat baix. No obstant, el nombre
d’inversions identificades entre Malus i Prunus basat en 784 marcadors ha resultat molt
més alt del que s’esperava. Aix0 suggereix un paper important d’aquestes inversions

en l'evolucié d'aquests dos géneres o de les Rosaceae.
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El projecte europeu ISAFRUIT, on s'emmarca la major part de la recerca d’aquesta
tesi, t¢ com a objectiu principal la necessitat d’augmentar el consum de fruita
(Callesen, 2009). Aquest increment en el consum de fruita hauria de provenir d'un
augment en la sensibilitzacid dels consumidors enfront dels efectes beneficiosos
derivats de la seva ingesta, especialment la prevencié de nombroses malalties
croniques com el cancer, les malalties coronaries, la diabetis, les cataractes, I'artritis i
la malaltia d’Alzheimer entre altres (Steinmetz i Potter, 1996; van Duyn i Pivonka,
2000; Dai et al. 2006). El projecte pretén contribuir a aquest objectiu a partir d'una
aproximacio multidisciplinaria en la que intervenen experts en ciéncies socials, nutricid i
salut, agronomia dels conreus, comportament postcollita, desenvolupament de nous
productes processats i genética dels caracters relacionats amb la qualitat del fruit. Els
participants d'ISAFRUIT sén més de 300 cientifics de 60 organitzacions de recerca
majoritariament europees, i amb participaci6 de grups nord-americans i

neozelandesos.

Aquest interes entre la dieta i la salut ha portat a un augment significatiu en el
desenvolupament d’aliments funcionals, aliments frescos o processats que aporten un
benefici a la salut més enlla del seu valor nutritiu basic (Arvanitoyannis i Van
Houwelingen-Koukaliaroglou, 2005). Els aliments funcionals es creen afegint
“nutraceutics”, com prebiotics o probiotics als productes alimentaris. En la darrera
decada s'han elaborat nombrosos estudis per tal de definir les propietats
nutraceutiques dels fruits, especialment aquelles amb les quals podrien aportar un
benefici a la salut (Kaur i Kapoor, 2001; Tomas-Barberan i Espin, 2001; Garcia-Alonso
et al. 2004; Yao et al. 2004). Aquestes propietats han estat investigades en diferents
especies fruiteres com préssec i pera (Carbonaro i Mattera, 2001), pruna (Lombardi-
Boccia et al. 2003), kiwi (Benge et al. 2000; Amodio et al. 2007), maduixa i mdra
(Asami et al. 2003) i tomaquet (Caris-Veyrat et al. 2004).

Una area de preocupacid creixent és el nombre significatiu de consumidors que
pateixen reaccions al‘lergiques a la fruita. La majoria de cultius fruiters en zones
temperades i subtropicals pertanyen a la familia Rosaceae. Fruits com la poma
(Hoffmann-Sommergruber, 2005; Fernandez-Rivas et al. 2006), la pera (Karamloo et
al. 2001), el préssec (Fernandez-Rivas et al. 1997; Pastorello et al. 1999), la cirera
(Scheurer et al. 1997; Scheurer et al. 2004), la pruna (Pastorello et al. 2001),
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I'albercoc (Pastorello et al. 2000) i llavors com I'ametlla (Tawde et al. 2006) han estat

descrites com a causants de reaccions al*lérgiques a Europa.

Dins de la tecnologia de produccié del préssec, un dels ambits en els que s’ha produit
una major innovacio és en la millora genética, ja que en poc més de 15 anys la gamma
varietal en préssec i nectarina s’ha renovat quasi totalment (Iglesias i Carbd, 2009). La
important reconversio varietal ha permes una millor qualitat de la fruita, més adaptada
tant a les exigéncies de la produccié com de la distribucié i del consumidor. La primera
generacié de milloradors van posar tot el seu emfasi en millorar les caracteristiques
externes de la fruita com la forma, la mida, el color o la fermesa de la carn. Tanmateix
el mercat actual exigeix atributs de tipus organoléptic i nutricional addicionals als
anteriors. Entendre la base genética que controla cadascun dels caracters determinara
la nostra capacitat per a manipular-los per obtenir fruits més atractius i sans per al

consumidor.

MAPATGE DE GENS CANDIDATS IMPLICATS EN LA QUALITAT DEL FRUIT

Alguns dels gens (gens majors) que expliquen individualment una part molt gran de la
variabilitat d'un caracter, i que poden ser estudiats com a segregacions mendelianes
(Bassi i Monet, 2008), estan entre els més importants per la millora genetica de la
qualitat del fruit: el gen que determina el caracter acid o subacid de la carn (D/d)
(Monet, 1979), el gen responsable de la consisténcia de la carn tova o dura (M/m)
(Bailey i French, 1949) que té un efecte important sobre la textura i fermesa del fruit i
un dels gens que determina el color, groc o blanc, de la carn del fruit (Y/)) (Bailey i
French, 1949). A la vegada, molts altres caracters relacionats amb la qualitat de la
fruita presenten una heréncia quantitativa resultat de I'accié i interaccié d'un nombre

més o menys gran de gens i de la interaccié d'aquests amb el medi ambient.

Una primera aproximacio a la caracteritzacié de la variabilitat genética tant quantitativa
com qualitativa la vam fer basant-nos en el mapatge de gens candidats (Plieger et al.
2001). Per a aquest proposit vam seleccionar un conjunt de 273 gens que vam
considerar que podien jugar un paper rellevant en la determinacid del fenotip de
caracters relacionats amb la qualitat del fruit. Aquests gens es van seleccionar d’entre
les seqliencies de préssec existents en les bases de dades, a partir dels coneixements
disponibles sobre la bioquimica, la biologia molecular i la fisiologia de la maduracié del

fruit i de diferents aspectes implicats en la qualitat d’aquest. L'aproximacié per GCs es
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va utilitzar inicialment per buscar gens de resisténcia a malalties (Leister et al. 1996) i,
més tard, per molts altres caracters (Stevens et al. 2007; Costa et al. 2008; Remay et
al. 2009). A Prunus, aquest enfocament ha estat utilitzat per identificar els gens
relacionats amb autoincompatibilitat (Ushijima et al. 2003), el gen de Ila
endopoligalacturonasa que participa en l'estovament del fruit (Lester et al. 1996; Peace
et al. 2005), en la identificaci6 de les regions involucrades en conferir resisténcia
enfront a determinades malalties (Lalli et al. 2005) i, més recentment, en la localitzacié
de 133 gens candidats per a la textura del fruit, la pigmentacid, el sabor i la capacitat
de resposta als tractaments de fred necessaris per a la conservacid postcollita del

préssec (Ogundiwin et al. 2009).

En el present estudi es van mapar 206 GCs relacionats amb creixement i maduracié del
fruit, textura, color, aroma i contingut en sucres i acids organics i 18 gens
putativament al*lergogens de presseguer i/o ametller. Els GCs han estat cartografiats
en el mapa de referéncia de Prunus utilitzant el mapatge selectiu o bin mapping
(Howad et al. 2005). Aquesta aproximacié també ha estat aplicada amb éxit per altres
autors. Cabrera et al. (2009) van mapar 613 marcadors derivats de seqiéncies
ortologues conservades a rosacies (RosCOS) i van trobar un percentatge lleugerament
inferior de polimorfisme (78%) al que nosaltres vam trobar (87%) i Ogundiwin et al.
(2009) van cartografiar 114 GCs, obtenint un polimorfisme del 71 o el 86%, en funcié
del tipus de GCs estudiats. En aquest moment, el nombre total de GCs mapats
mitjancant mapatge selectiu a TXE és de 332 [206 GC mapats en el Capitol 2, 18
putatius al‘lergens (Chen et al. 2008; Capitol 3), a més dels 114 assignats per
Ogundiwin et al. (2008, 2009) i els 10 mapats per Sargent et al. (2009), menys 16 que

van ser comuns].

La majoria dels GCs es van distribuir a I'atzar en 57 dels 67 bins del mapa de TxE. Els
bins on no vam trobar GCs van ser generalment aquells que cobreixen una distancia
més petita. Aquesta distribucié en el mapa de referencia va ser similar a la obtinguda
amb altres marcadors, principalment RFLPs i SSRs (Dirlewanger et al. 2004).
Tanmateix, encara que els gens per a la majoria de les vies metaboliques no solen
estar agrupats en les plantes (Field i Osbourn, 2008), diversos grups de gens van ser
localitzats en els bins 1:14 (Sp/1, Sp/3, i Spl5), 2:45 (Pmeli Pme4), 4:18 (Lox1 a Lox5)

203



i 7:31 (Fba2 i Fba3). Una situacid similar es va trobar en el mapatge dels principals
al"lergens en presseguer Pru p 1 (PR-10) i Pru p 3 (LTP) (Chen et al. 2008; Capitol 3).

La freqliéncia de SNPs entre ametller i presseguer s'ha estimat en 1 SNP cada 149 pb.
Aquests resultats son consistents amb els valors descrits anteriorment a la poblacié
TXE (Sargent et al. 2009) i amb estimacions similars en altres espécies molt variables
com l'ametller (Wu et al. 2008), el blat de moro (Ching et al. 2002), el segol (Varshney
et al. 2007) i la poma (Chagné et al. 2008). Aquestes dades confirmen la diversitat
genetica entre els dos genomes i, atesa la poca variabilitat del presseguer, va ser
fonamental en la decisié d'utilitzar aquest encreuament interespecific per construir el
mapa de referencia. Les dades també mostren que els progenitors préssec i ametller
divergeixen entre ells com si fossin dos genotips distants d’'una espécie molt variable,

indici de la proximitat entre els genomes d’aquestes dues espécies.

Malgrat el nombre d’estudis sobre QTLs relacionats amb la qualitat de la fruita és per
ara limitat en les fruites de pinyol (Abbott et al. 2008), diverses co-localitzacions entre
GC i un gen major o un QTL implicat en la qualitat del fruit van ser identificades.
Aquestes co-localitzacions, aixi com les descrites per Ogundiwin et al. (2008 i 2009) i
Sooriyapathirana et al. (2010), poden ser Utils per identificar els gens responsables de
la variabilitat natural d’aquests caracters. La no co-localitzacié entre un QTL o un gen
major i un GC descarta una possible relacié causa — efecte entre ells. No obstant, el fet
de trobar-la no la confirma, ja que I'efecte real sobre el caracter podria ser degut a un
altre gen de la mateixa regidé on mapa el QTL. Caldra, doncs, una verificacié funcional
mitjancant assajos de complementacié via transformacid genetica i/o estudis

estructurals com els d'associacié genetica per validar-la.

ANALISI DE QTLS DE QUALITAT DEL FRUIT EN UNA POBLACIO BC2

Una de les activitats realitzades dins del projecte ISAFRUIT consisti en realitzar analisis
genetiques en quatre poblacions de Prunus, dues de préssec (P. persica) i dues
d'albercoc (P. armeniaca), per tal d'identificar gens majors i QTLs per a diversos
caracters relacionats amb la qualitat del fruit. Per aquest motiu era necessari construir
mapes genetics saturats i mesurar aquests caracters en cadascuna d'aquestes

poblacions. L'analisi conjunta de la segregacid dels marcadors moleculars i les dades
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fenotipiques va permetre la localitzacid en el mapa genetic d'aquesta poblacié de
regions amb gens majors o QTLs que explicaven parcialment la variacié observada.

Nosaltres vam fer l'analisi de QTLs d'una de les descendencies de préssec, una
poblacié derivada del retroencreuament de P. davidiana i dos cultivars de A. persica
(BC2). El mapa genétic de la poblacié BC2 ha estat saturat amb 59 microsatel-lits (Illa
et al. 2009; Capitol 1). El mapa resultant cobreix un total de 575.1 cM, amb una
densitat de 4.14 cM per cada marcador, i conté 139 marcadors (41 RFLPs, 69 SSRs i 29
AFLPs). El mapa cobreix la majoria dels grups de lligament del mapa de referencia de
Prunus (Dirlewanger et al. 2004). El G8, abans representat només per un sol
marcador, en té ara set que cobreixen practicament tota la distancia d’aquest grup de
ligament al mapa TxE de referéncia de Prunus. Aquest mapa comparteix 82
marcadors comuns (majoritariament SSRs i alguns RFLPs) amb la resta de mapes
saturats (JxF i LxB) o construits de novo (GxM) a rad del projecte europeu i amb
TxE, el que va permetre comparar aquests cinc mapes que provenen de quatre
especies de Prunus (presseguer, albercoquer, ametller, i P. davidiana). L'analisi va
confirmar la sinténia i co-linealitat dels marcadors entre tots els mapes, d'acord amb
les observacions anteriors que indicaven que tots els Prunus tenen en comu el mateix

genoma (Arus et al. 2005).

La progenie BC2 es va avaluar durant dos anys consecutius (2005 i 2006) per a 73
caracters fenotipics, incloent-hi les dates de floracid i maduracié del fruit, el pes fresc,
el color de la pell, el pH i el contingut en solids solubles. A la vegada, els principals
metabolits polars van ser quantificats utilitzant 'H-RMN i els compostos fenolics
mitjancant HPLC-DAD. En total es van analitzar 27 caracters corresponents a mesures
de camp i 46 caracters bioquimics del fruit, 23 dels quals, van ser determinats
mitjancant RMN i 23 més utilitzant HPLC.

El mapatge per intervals va permetre detectar 173 QTLs al 2005 i 146 QTLs al 2006,
83 dels quals van resultar ser estables durant els dos anys. D’aquests 83 QTLs, 48 van
ser considerats QTLs majors ja que explicaven una part important de la variaci6
fenotipica observada (més d’'un 10% cada any i més d'un 20% al menys un any).
Aquests QTLs majors serien inicialment els més interessants des del punt de vista de la

millora geneética, ja que justificarien una seleccid assistida per marcadors (MAS); la
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despesa de la utilitzaci6 dels marcadors es veuria compensada amb un guany
important en el caracter fenotipic seleccionat.

La comparacié dels resultats amb d‘altres obtinguts en estudis semblants (Dirlewanger
et al. 1999; Etienne et al. 2002; Verde et al. 2002; Quilot et al. 2004) també suggereix
una reproductibilitat mitjana dels QTLs d’'un any a l'altre (sempre per sota del 40% del
total de QTLs detectats), posant de manifest un efecte important de I'ambient en els
caracters estudiats o, per contra, la deteccié de QTLs espuris en algun dels anys. Molts
dels QTLs trobats en aquest estudi ho foren també en el treball anterior de Quilot et al.
(2004) utilitzant la mateixa poblacio, per bé que els que coincidien amb els detectats
en altres poblacions varen ser escassos. Aix0O es pot explicar en part perque les
poblacions analitzades tenien bases genétiques molt diferents: Dirlewanger et al.
(1999) i Etienne et al. (2002) utilitzaren la F, d'un encreuament molt consanguini entre
dues varietats de préssec, Verde et al. (2002) un BC; d’'un encreuament entre préssec i
P. ferganensis i Quilot et al. (2004), al igual que nosaltres, un BC, en que el parental
donant era P. davidiana. Conseqlientment, la base de la variabilitat estudiada en els
dos darrers casos era la de I'especie silvestre, que té com a element d'interés la
possibilitat d'incorporar nous al*lels al presseguer, una especie poc variable (Mnejja et
al. 2010), pero que no té perque implicar els mateixos gens que els que sén variables
per cada caracter al préssec cultivat. Altres elements d’heterogeneitat que podrien
explicar la poca reproductibilitat dels QTLs en diferents poblacions son les diferencies
en la metodologia de mesura dels caracters estudiats i el fet que la seleccié del
moment Optim de maduracié del préssec, determinant de la qualitat de les dades

obtingudes, és encara un aspecte molt subjectiu.

La posicié dels 83 QTLs reproduibles va ser comparada amb els 206 GCs localitzats al
mapa de TxE (Capitol 2). Diferents co-localitzacions GC/QTL van ser identificades en
G1 (fructosa), G3 (coloracidé de la polpa dessecada i contingut dantocians), G4
(coloracié de la polpa dessecada), G5 (fermesa i coloracidé de la pell del fruit) i G7
(glucosa). De les vuit co-localitzacions identificades entre els QTLs detectats (Capitol 4)
i els GCs mapats recentment (Illa et al.; Capitol 2), vam decidir centrar-nos en Fk1
(G1), Eg4(G5), PI1 (G5), F3h(G5), Hk2 (G7) i Susi (G7).

La seqienciacié dels sis GCs seleccionats als progenitors de la BC2 va permetre

detectar almenys un SNP en quatre d'ells: P/1, F3'h, Hk2 i Susi. Cadascun d’aquests
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SNPs distingia dos genotipus en la descendéncia BC2: un homozigot i un heterozigot.
La localitzacié dels GCs en el mapa geneétic es va realitzar mitjancant la técnica de la
high resolution melting (HRM). Aquest métode s'ha aplicat amb éxit a la cartografia
genetica (Chagné et al. 2008; Croxford et al. 2008; Lehmensiek et al. 2008; Kennerson
et al. 2009; Wu et al. 2009b), doncs permet la deteccié de polimorfismes en I'ADN
bicatenari d'una manera simple, rapida i economica (Liew et al. 2004).

Les posicions dels marcadors obtinguts al mapa de la BC2 van ser les esperades
d’acord amb el bin mapping a TxE. L'analisi de QTLs posterior segui situant els gens
dins de l'interval de confianca dels QTLs amb els que co-localitzaven, per bé que
només en un cas (Susl) va coincidir amb el maxim del LOD per aquests QTLs. Aquest
GC sembla més interessant que els altres per procedir a una analisi en més profunditat
de la seva possible implicacid amb el fenotip de contingut en glucosa del fruit: en una
primera fase podria basar-se en l'analisi genotipic i fenotipic d'una col‘leccié de
varietats i, posteriorment, en I'analisi d'associacié consegiient. En aquest sentit, un
resultat positiu podria ser utilitzat per a desenvolupar marcadors al-lel-especifics que
permetessin seleccionar pel contingut en glucosa en poblacions segregants de

presseguer.

MAPATGE COMPARATIU ENTRE ELS GENOMES DE PRESSEGUER, POMERA 1
MADUIXA DIPLOIDE

Una de les contribucions dels mapes genétics a la biologia vegetal és que fan possible
la comparacié de diferents genomes a partir d'estudiar la posicié al mapa (o a la
seqliencia d’ADN, si aquesta esta disponible) de marcadors obtinguts de seqlieéncies
homologues en cadascuna de les especie; una eina cabdal per a I'estudi de I’evolucié
dels genomes. De manera general, els resultats d’aquestes comparacions indiquen que
el genoma esta molt conservat i manté nivells alts de sinténia (els marcadors es troben
als mateixos cromosomes o fragments cromosomics) i de co-linealitat (conservacié de
I'ordre i l'orientacié dels marcadors en un cromosoma o fragment cromosomic) entre
especies de la mateixa familia (Schmidt, 2002; Paterson et al. 2004), perd aquesta
conservacié resulta molt més fragmentada entre especies de families diferents
(Dominguez et al. 2003; Jung et al. 2006). Exemples d’estudis de sinténia es poden
trobar en families economicament importants com Poaceae, Solanaceae, Brassicaceae i
Leguminosae (Devos i Gale, 2000; Doganlar et al. 2002; Lukens et al. 2003; Kalo et al.
2004; Wu et al. 2010).
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En la familia Rosaceae també existeix informacid, encara que incompleta, sobre la
comparacid dels genomes de les espécies de major valor economic, particularment en
els dels fruiters de pinyol (Prunus), la pomera i la maduixera (ArUs et al. 2005). Sabem
que tots els membres del genere Prunus tenen una estructura del genoma gairebé
identica (Dirlewanger et al. 2004) i que el mateix passa entre la pomera i la perera
(Celton et al. 2009). Altres comparacions han estat també descrites entre generes més
allunyats dins mateixa la familia, com Fragariai Prunus (Vilanova et al. 2008) i, encara
que només és parcial, entre Malusi Prunus (Dirlewanger et al. 2004).

En aquest treball hem dut a terme una analisi comparativa molt detallada entre la
seqliencia dels marcadors que trobem en el mapa de referéncia de Prunus
(Dirlewanger et al. 2004) i en el de Fragaria diploide (Sargent et al. 2006) amb la
seqlieéncia completa del genoma de Malus x domestica (Velasco et al. 2010). En total,
784 marcadors presents en el mapa referéncia de Prunus, que corresponen a 988 loci
del genoma de Malus, s’han utilitzat per a la comparacié. La densitat d'aquests
marcadors va ser molt elevada, superior en general a la d’estudis similars considerats
com a molt exhaustius en altres families: un marcador cada 0.65 cM a Prunus (que
correspon a un locus cada 0.76 Mb a Malus) en comparacié amb un marcador cada 1.6
cM en un analisi entre B. napus i A. thaliana (Parkin et al. 2005) o un marcador cada
6.9 cM en la comparacio entre Capsicum annuumi S. lycopersicum (Wu et al. 2009a).
La comparacié entre Fragariai Malus es realitza amb un nombre inferior de marcadors
(148 marcadors a Fragaria que detectaren 164 loci a Malus), el que correspon a un
marcador cada 4.24 cM en Fragaria i un locus cada 3.64 Mb a Malus. Els tres genomes

es pogueren comparar amb 129 marcadors comuns.

El nivell de conservacié dels genomes de les tres especies va ser elevat d’acord amb el
que s’esperava en comparar genomes de la mateixa familia. Les nostres dades van ser
consistents amb la naturalesa tetraploide del genoma de Malus, ja que cada regid
sinténica de les espécies diploides va correspondre, gairebé sempre, a dues de la
pomera. La comparacié basada en 129 marcadors comuns va permetre determinar que
el genoma de Prunus és més proper al de la pomera (es va estimar que diferien en 19
translocacions i 14 inversions) que al de la maduixa (30 translocacions i 45 inversions).
Aquests resultats son consistents amb les dades filogenétiques basades en la

comparacid de seqiencies géniques (Potter et al. 2007). A I'utilitzar els 784 marcadors
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disponibles a Prunus el nombre de translocacions van ser les mateixes, perd es va
descobrir un nombre gairebé cinc vegades més gran d’inversions (65). Malgrat no
podem descartar que una part d'aquestes inversions siguin degudes a errors en
I'ensamblatge de la seqliéncia de Malus o en el mapatge de gens a Prunus, els nostres
resultats indiquen que hi ha un nombre important de petites inversions, la major part
(71%) d’'una mida inferior a 1'1% del genoma de la pomera (7.5 Mb), que no podrien
ser detectades en comparacions amb densitats de marcadors inferiors. Aquests
resultats podrien conferir a les petites inversions un paper important en I'evolucid dels
genomes de plantes, o al menys en alguns d’ells, tal i com s’ha descrit en Drosophila
(Bhutkar et al. 2008). El paper d’aquestes inversions es podra estudiar en més detall a

mesura que nous genomes d’espéecies properes es vagin seqilienciant.

A partir d’un hipotétic genoma ancestral de les rosacies de x=9 vam poder reconstruir
els genomes de les tres espécies. El genoma ancestral difereix en quatre translocacions
o fissions/fusions amb el del presseguer, tres amb el de la maduixa i vuit amb el de la
pomera que, en ser aquesta tetraploide, donaria com a resultat una freqiiencia de
rearranjaments cromosomics d’aquests tipus similar a les tres especies. Aquesta
evolucié a partir del genoma ancestral permet també reconeixer dues parelles de
cromosomes homeolegs i altament sintenics a la pomera, procedents cadascun d’ells
de la fusid entre fragments de dos cromosomes ancestrals, el que suggereix que
aquests rearranjaments son monofilétics i que estaven presents a les dues espécies,
els genomes de les quals varen formar el de la pomera. Aquests resultats indiquen una
semblanca entre aquests dos genomes i una distancia respecte al de Prunus, reforcant
la hipotesi de que el genoma de Malus es va generar a partir dels de dues espécies de
la subfamilia Spiraeoideae amb genomes de x=9 (Evans i Campbell, 2002) o inclus es
podria tractar d'un autotetrapoliploide a partir d'una Spiroideae tal com suggereixen
Velasco et al. (2010), i no pas d’'una especie originada per un genoma de la tribu

Amygdaleae, semblant a Prunus (x=8), i un altre de la Spiroideae (x=9) (Sax, 1933).

La comparacid elaborada en aquest treball (Capitol 5) proporciona una base solida per
la gendmica comparativa entre les tres especies economicament més rellevants de la
familia Rosaceae. Una vegada la seqiiencia del genoma de les tres espécies sigui
disponible hauria de ser possible realitzar una analisi complerta d'aquesta sinténia. No

obstant, les dades actuals permeten tenir una visidé suficientment acurada com per
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poder comencar a utilitzar aquesta informacid per a la transferencia del coneixement
genetic entre les diferents especies d'aquesta important familia de plantes (Peace i
Norelli, 2008).

210



CONCLUSIONS






. S’han identificat 273 sequéncies no redundants de les col'leccions d’ESTs de
Prunus com a putatius gens candidats implicats en la qualitat del fruit al

presseguer.

Mitjangant el mapatge selectiu, s’han pogut localitzar en el mapa de referencia del
genere Prunus 224 gens candidats relacionats amb la qualitat del fruit (206) i el

contingut d'al*lergens (18) de préssec.

El mapatge de tres nous marcadors (UDP-glucosa 6-deshidrogenasa, Enoil-ACP
Reductasa (NADH) i MDP0000144421) ha permeés identificar tres nous bins en el
mapa de TxE. Amb la seva incorporacié el nombre total de bins ha incrementat a
70. Els bins nous es van codificar com 5:42, 6:02 i 7:34, segons la nomenclatura de
Howad et al. (2005).

El grau de polimorfisme genétic de la poblacid TxE és elevat (1 SNP cada 149 pb).
El mapatge selectiu en aquesta poblacié és un métode eficac per a mapar molts
marcadors rapidament i amb un baix cost baix. Aixo fa d’aquesta progenie una eina

valuosa pel mapatge.

. S’han identificat co-localitzacions dels gens candidats amb gens majors o QTLs

descrits en la bibliografia. Aquestes co-localitzacions estan relacionades
principalment amb el metabolisme dels sucres (contingut de glucosa, fructosa,

sacarosa i sorbitol) i amb la sintesi i acumulacié de flavonoides.

El mapa genetic de la poblacid BC2, derivada del segon retroencreuament d'un
hibrid préssec x P. davidiana amb préssec, ha estat saturat amb 59 microsateél-lits.
El mapa resultant cobreix un total de 575.1 cM, amb una densitat de 4.14 cM per
cada marcador, i conté 139 marcadors (41 RFLPs, 69 SSRs i 29 AFLPs) distribuits

en els vuit grups de lligament esperats.

Un total de 73 caracters fenotipics (27 agronomics, 23 RMN i 23 HPLC) relacionats
amb la qualitat del fruit han estat analitzats durant dos anys consecutius a la
poblacié BC2. Dels 173 QTLs detectats al 2005 i els 146 al 2006, 83 van resultar

ser estables durant els dos anys. D’aquests, 48 foren QTLs majors.
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De la comparacio de les posicions dels QTLs estables detectats en la poblacié BC2 i
els GCs relacionats amb la qualitat del fruit mapats a TXE es van identificar vuit co-

localitzacions.

En la poblacié BC2 s’han localitzat quatre gens candidats implicats en la qualitat del
fruit. Només un d'ells, el gen de la sacarosa sintasa (Sus) que co-localitza amb un
QTL de contingut en glucosa, coincidi amb el maxim del QTL.

L'analisi genética de les quatre poblacions de Prunus, dues de préssec (P. persica) i
dues d'albercoc (P. armeniaca) incloses en el projecte ISAFRUIT mostren una
conservacio de la sintenia i la co-linealitat entre marcadors. Aix0 proporciona una
evidéncia addicional sobre de I'elevada similitud entre tots els genomes del genere

Prunus.

S’han desenvolupat 155 nous marcadors basats en seqiiéncies homologues de
pomera i presseguer per a facilitar una analisi completa de la sintenia. Noranta-
quatre d'aquests (60.7%) han estat localitzats mitjancant bin mapping en el mapa
TXE.

Els marcadors RosCOS presenten un elevat nivell de transferibilitat entre els
diferents genomes de la familia Rosaceae. Només 4 de les 549 seqliencies

analitzades no es van trobar en la seqiiencia del genoma de Malus x domestica.

L'analisi comparativa detallada entre la seqiiencia dels marcadors que trobem en el
mapa de referencia de Prunusi el de Fragaria i la seqiiéncia completa del genoma
de Malus x domestica mostra |'existeéncia d'amplis blocs sintenics, el que facilitara

la transferéncia del coneixement genétic entre les tres especies.

A partir d'un hipotétic genoma ancestral de les rosacies de nou cromosomes, s’han
reconstruit els genomes de la pomera, el presseguer i la maduixa, permetent

interpretar I'evolucié dels seus genomes a partir d'un genoma comd.
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Titol de la tesi: Mapatge de gens candidats implicats en la qualitat del fruit al
presseguer.

Autor: Eudald Illa i Berenguer

Directors: Dr. Pere Arus Gorina i Dr. Werner Howad

La memoria de tesi doctoral presentada per Eudald Illa i Berenguer titulada ‘Mapatge
de gens candidats implicats en la qualitat del fruit al presseguer’ ha estat dirigida
conjuntament pel Dr. Pere Arlus Gorina i el Dr. Werner Howad, ambdds del
Departament de Genetica Vegetal del IRTA, Centre de Recerca en Agrigenomica CSIC-
IRTA-UAB. La tesi consta de 5 articles, 2 d'ells publicats, 1 enviat per la seva
publicacid, 1 com a manuscrit acabat que es presentara tan aviat com sigui acceptat
I'article sobre la descripcid de la seqiiéncia completa del genoma de la pomera (que

esta en fase d'acceptacio) i un per enviar properament.

Tots els articles publicats han passat per la revisid d'investigadors anonims designats
pels editors. A continuacid es detalla I'index d'impacte de les revistes i la seva posicio

en l'area de coneixement segons les dades del ISI Web of Knowledge de I'any 2009.
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‘Linkage map saturation, construction, and comparison in four populations of Prunus'.
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‘Saturating the Prunus (stone fruits) genome with candidate genes for fruit quality’.
Enviat a Molecular Breeding

index d'impacte: 2,272

Posicié en area de coneixement: 3/30 (Horticultura)
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Titol de la tesi: Mapatge de gens candidats implicats en la qualitat del fruit al
presseguer.

Autor: Eudald Illa i Berenguer

Directors: Dr. Pere Arus Gorina i Dr. Werner Howad

Publicacio 1

Illa E., Lambert P., Quilot B., Audergon J. M., Dirlewanger E., Howad W., Dondini L.,
Tartarini S., Lains O., Testolin R., Bassi D. and Arus P. (2009) Linkage map saturation,
construction, and comparison in four populations of Prunus. Journal of Horticultural
Science & Biotechnology ISAFRUIT Special Issue 168-175.

El candidat va intervenir en la saturacié i construccié del mapa de la poblacié BC2, en

la comparativa de mapes i en I'escriptura de I'article.

Publicacid 2

Illa E., Eduardo I., Audergon ]. M., Barale F., Dirlewanger E., Gao Z., Moing A.,
Lambert P., Le Dantec L., Li X., Poéssel J. L., Pozzi C., Rossini L., Vecchietti A., Arus P.
and Howad W. Saturating the Prunus (stone fruits) genome with candidate genes for

fruit quality (Submitted to Molecular Breeding).

El candidat va col*laborar en la deteccié de polimorfisme i posterior mapatge selectiu
dels gens candidats en el mapa de la poblacié F, del creuament entre ametller (cv.

Texas) x presseguer (cv. Earlygold) (TXE) i també en |'elaboracié del manuscrit.

Publicacio 3

Chen, L., Zhang, S., Illa E., Song L., Wu S., Howad W., Arus P., Weg E., Chen K., Gao
Z. (2008). Genomic characterization of putative allergen genes in peach/almond and
their synteny with apple. BMC Genomics 9: 543

El candidat va contribuir en la ubicacié dels gens Pruv p/du 3 (LTPs) en el mapa de

referencia del genere Prunus mitjancant mapatge selectiu o bin mapping i en la
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comparacid de les posicions d’aquests gens amb els gens homolegs del mapa de

pomera.

Publicaci6 4

El candidat va realitzar I'analisi de QTLs amb les dades fenotipiques obtingudes en la
poblacié BC2 durant I'any 2005 i 2006, la identificacid de co-localitzacions, la deteccid
de polimorfisme i mapatge dels gens candidats seleccionats mitjancant High Resolution
melting (HRM) i va col*laborar en la redaccié de I'article.

Publicaci6 5

Illa E., Sargent D. J., Lopez-Girona E., Bushakra J., Cestaro A., Crowhurst R., Pindo M.,
Cabrera A., Van der Knapp E., Iezzoni A., Gardiner S., Velasco R., Arus P., Chagné D.
and Troggio M. Comparative analysis of rosaceous genomes and the reconstruction of

a putative ancestral genome for the family (To be submitted to Genome Biology).

El candidat va dur a terme els experiments de mapatge de nous gens comuns
procedents de la pomera al mapa de presseguer, I'analisi de sintenia entre els gens i
marcadors de sequiéncia coneguda al presseguer en la seqliencia completa del genoma

de la pomera i en la interpretacié dels resultats obtinguts. A la vegada, va col*laborar

en la redaccid de |'article.
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Dr. Pere Arus Dr. Werner Howad

Cabrils, 15 de Juliol de 2010
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ANNEXES






mapa de bins de TxE i posici6 en la seqiiencia genoma de presseguer (versid 1.0).

Annex 1: Diferents caracteristiques dels 273 gens candidats implicats en qualitat de fruit al presseguer: seqliéncies dels encebadors, posicié de cadascun d’ells en

Gen Candidat Abrevia- Encebador directe (5'>3') Encebador revers (5'->3’) Posici6 en el . Posici6 en il genoma de
tura mapa de bins® presseguer
Aroma
Acetolactate synthetase Ahasl1 TGGAGCAGATTGTGAGGTTG ACGCCCAATTGAATATCAGC 5:08 scaffold_5:118014..118849
Acetolactate synthetase Ahas2 AGTTTAGCTGTTGGCCATGC CTGCAGTGCAACCATCTTGT NA scaffold_7:22495061..22497063
Acetyl-CoA C-acyltransferase Acaal GCAACAGCATCAGGCAAATTCC  TTCCTGCAGTTGTAGACCCATC 8:60 scaffold_8:18578765..18578646
Acetyl-CoA C-acyltransferase B, precursor Acaa? CAATGTTCATCTGGGCTTCAGG  TATGAGAGTCGACAGCAGCTTG 1:14 scaffold_1:355570..356566
Acetyl-CoA acetyltransferase Acaa3 TTTGTGCTGCGAGCATAGTC CAATGGCTCCAGTAACAGCA NA scaffold_3:15396107..15398009
Acetyl-CoA: benzyl alcohol acetyltransferase Beat AAAAGCAATCCGTTCCAAAA ATGGAATTGAAGCTTGGGTG 7:31 scaffold_7:5522047..5522366
Acetyl-CoA carboxylase Acc TGGCGAACAGCTTTCACATA ATGGCTCGACCTTGCTTAGA NA scaffold_1:41170334..41171054
Acetyltransferase-like protein Beat2 aGTGGAACTTGAAAGCTTGG ACACTCGGATTCAGAGAAGC NA scaffold_4:7921985..7922656
Acyl carrier protein Acpl GCAACGTTCAGTACGCCTTT CTGCACTGTTGCAATGCTCT 6:84 scaffold_6:27256945..27258575
Acyl carrier protein Acp2 CGCTTCCCATCTCTCAGTTC TCCTCCTCAAGTCCCATCAC 1:26 scaffold_1:10795699..10798405
Alcohol acyl transferase Aatl CACCTTTCCACTTGCTCCTC AAACGCATTGCCGTAGAATC 5:05 scaffold_5:1986009..1986641
Alcohol acyl transferase Aat2 CGAGCCGGAACTTATAACACCG  GAGTCTACCAGCCAAAGGGTAG NA scaffold_5:1981840..1985816
Alcohol dehydrogenase Adh1 GAAATCATACCGAGCCTTGC CAGATGCCTCTGTGGTGAAA 7:56 scaffold_7:18969874..18970841
Alcohol dehydrogenase Adh2 GCAGCCCCTCTTGAAAAAGT TTCCTCAAATCGGTTGGAAT 8:11 scaffold_8:1702294..1703764
Alcohol dehydrogenase Adh3 GTTTGGAACACGGCAAAAGT GGCTCTTGAAACCACCAAAG 8:60 scaffold_8:18865912..18867596
Aldehyde dehydrogenase (NAD*) Aldh GAGGCTTGGCACAAAGGGTTTC  ACCCGCAATGCACGTGTCAATG 1:34 scaffold_1:25613604..25614729
Anthranilate synthase beta chain Asa AATATACGGGCGAGCTCTTCCC  CTACCCAGCACGTCCAATGAAC NA scaffold_10:139038..139626
Aspartate aminotransferase Ast GGCTGACCGTATCATCAGCATG  AGATCGCTCACTTCGTACTCGC 1:73 scaffold_1:37062821..370642
Aspartate aminotransferase-like Ast-like  GGGGCATATCGAACAGAAGA TAAGAGCTGCAGCAAGACGA 1:50 scaffold_1:33856242..33857281
Aspartate kinase Ak TGTTAAGGCACGCCAATATG TTGTCGCTGTTAAATCACTACCA 1:34 scaffold_1:22021186..22021722
Beta-cyanoalanine synthase Cas CCAACTCATTGGTAGAACTCCC  GAGCATTTGGTGTGGATTCCAG 2:25 scaffold_2:18360974..18362751
Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein synthase FabH GGGGAGGTGGATTCAAAAAT GCCTTGGAGGGAAACCTAAG 5:21 scaffold_5:8915807..8918654




Gen Candidat Abrevia- Encebador directe (5'>3') Encebador revers (5'->3’) Posici6 en el . Posicié en il genoma de
tura mapa de bins® presseguer

Beta-ketoacyl-acyl-carrier-protein synthase II KasII GTAAGCGCCCATGAAGTCTC CTGCGGCAGTTCAATGACTA M scaffold_7:18830438..18831366
Betaine aldehyde dehydrogenase Badh GCATGGGACGTGGATGATGTTG CACACAGCAGCTAGCTCCAAAC NA scaffold_5:15121723..15123166
Branched chain dehydrogenase complex - Bcdh GAGGGAGATGGCACCTACAG GTGGAGGCCTCTGTCAGAAA M scaffold_6:1037501..1038451
decarboxylase
Branched chain dehydrogenase complex - Bcat AATGGGAAGTGGTGCTGTTC CTGGAATCCTTCGCTACGAG NA scaffold_6:20347687..20350858
aminotransferase
Caffeoyl CoA 3-O-methyltransferase Comt TCACTGGTTACTCCCTCCTTGC GATCAAACCCCCAACCTTCACC 8:30 scaffold_8:14441713..14442710
Carboxylesterase Cxe CTCGGCCAGGCTCTACATAC ATTGAGTGCAGCCCAAGAGT M scaffold_1:36393055..36393406
Cinnamic acid 4-hydroxylase C4h AGTGATCCCAAGGATTGGCAGG  GTCCCACACATGAACCTCAACG 6:25 scaffold_6:2186974..2187602
Cinnamoyl CoA reductase Cerl GCCCTTCTCCTGTAAGCTCT AGGCTCAGCCAAGACTTATG 3:22 scaffold_3:6619649..6621583
Cinnamoyl-CoA reductase Cer2 TTTTTTCCCTCAGCAACCCGGG  GAGGGCTGCACTGAAACATACG M scaffold_6:1617789..1619906
Cinnamoyl-CoA reductase ccr3 CTTCAACCAGACCTCCAACA AGCTCCTGTCCATTGCTAAG NA scaffold_5:3729280..3732454
Cinnamyl-alcohol dehydrogenase, putative Cad TGTGCGTAACAGGAGCATCTGG TCTGTCTGTGGGTCAGTGGATG 2:08 scaffold_2:323214..325565
2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate Dhbd CTGTTCCAGCAAACCATGAA TTTAAACTGCTCGCCAAAGC NA -
dehydrogenase
Dihydrolipoylacyltransferase subunit of the Ltal CTCGTACGGGAAACCAAAAA TCACACTCAGCAATGCCTTC 1:15 scaffold_1:10038256..10039515
branched-chain alpha-keto acid
dehydrogenase
Diphenol oxidase (Laccase) Lac CGGCAAACAGAGATGAAGAGCG  GCCACAACATCACAGTGGTAGG M scaffold_8:5071346..5071745
Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADH) Fabl CAGACCCTGCATGTCCTCTT AATCAATTGGCAACCCTGAG 6:02 scaffold_6:4108401..4110208
Enoyl-CoA hydratase/isomerase family Echi AATCCGCACTAACCCAAGTCCG  TCTCGATCAGAGCCCAAGAACC 2:34 scaffold_2:21996899..21997486
Epoxide hydrolase Eh1 TTGCGCATCTACATCAGATGCC  TCAGCTCCATCACTGCTTATCG NA scaffold_3:12168336..12169011
Epoxide hydrolase Eh2 ACATATCGCAATCCTGGTCCAC  ACTGGAACTTTCACTTGAGCCC 1:15 scaffold_1:9383763..9385590
Farnesyltransferase subunit A Fta GAGATGGACTCGGACGAAGAAC  AGCAACCCACCGTCTATGATGC 1:28 scaffold_1:16721090..16723889
Farnesyltransferase subunit B Ftb TTCAACAAGGGAAGGAGTGCGG  TCCACCATTCTCCTCCTGTGAG NA scaffold_6:27874720..27875722
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Farnesylated protein like ATFP6 Fp GCCATGGGTGCTCTAGATCATC  TGGCCAGAACTCCACCTTCTTG NA scaffold_8:16456352..16457383
Fatty acid desaturase Fad CTGGTTGAGAGGAGCTTTGG GGAAGCTCGGATCCATTACA NA scaffold_7:10934865..10935381
Formate dehydrogenase, mitochondrial Fah TGCCAAACCATGCTATGACCCC AAGGGAAACTGTCCATCCAGGC 3:49 scaffold_3:20429613..20431454
precursor
Homogentisate geranylgeranyl transferase Hggt ATGGATTCTGCGCTTCTTGT AACTACGGCCTCCAGCACT NA scaffold_1:5668494..5669933
Homoserine dehydrogenase Hsdh GCCCCAAGACAGAAACACAT TCGACATGGTCAATGAGGAA 5:05 scaffold_5:809276..810446
Homoserine kinase Hsk GGCGAGATCTCCATCTCTGA CACAAACCCTCCCATAATCG 8:41 scaffold_8:17363088..17363707
Hydroperoxide lyase Hpl TTGTGGGTATCAACCACAGGT CATCCATCACATCCCCATTT 3:37 scaffold_3:16406218..16406637
Ketol-acid reductoisomerase Kari AAGGATGGTCTGCCTGCATTCC  AGATTGACGCAACTCTGGTCGC 3:37 scaffold_4:16075229..16076444
Lipoamide dehydrogenase Dhldh TCAGCAGCTGGGTATGACAG CCTCACTCCCAAGTGCAGTA 1:14 scaffold_1:9159989..9161087
Lipoxygenase Lox1 ACACCCACACCCTAGACGTT TGATAGTCTAGTATGAACAGCTTG 4:18 scaffold_4:2283489..2284621
Lipoxygenase Lox2 TACAAATGCCGGTGGAATTA TGTTGTCCATTCTGGGGTGC 4:18 scaffold_6:26690463..26689657
Lipoxygenase Lox3 TGTAAATGCAGTCGCTCGAC TGCTGTCCACTCTGGCGCAT 4:18 scaffold_6:26710414..26711334
Lipoxygenase Lox4 GCATTCTGGAGACGACGGTT TTAGATTGAGACACTGTTGGGA 4:18 scaffold_6:26731248..26730493
Lipoxygenase Lox5 CCCTTATGCAACAGATGGACTC  TGACCCAAATGATGGTGGTGAG 4:18 scaffold_4:2284645..2285495
Malonyl-CoA decarboxylase Mcd TCCTAGTCCCGAATGTGAGG CAGTGCTCTTTCCTCTTCTGG 4:18 scaffold_123:129..1393
Membrane bound O-acyl transferase family Mboat ACTCGGCTATGCTTCCATGGTC  TCTTCTGAGACTCACGCAGTCC 5:21 scaffold_5:10186805..10188564
protein
Methylmalonate semi-aldehydedehydrogenase Mmsdh  GCTGGACAGGTTGGAATCAACG GCCGGGTAAATTCTTCCACTGC 8:19 scaffold_8:7460584..7461018
Multifunctional protein Mfp AGTTGCCCTTCTCACTGCAT AACCGAAATTGCTGATGACC 7:71 scaffold_7:20774698..20775380
N-myristoyl transferase Nmt CAGCTGGAGTAGTTCTTCCAAC  CTAAGCAACCGAGTTACAGCAG 7:56 scaffold_7:19410421..19411088
Obtusifoliol 14-demethylase Cyp51 GTACCGCACCATCATCTTTCCC TTAGCGTACAAACCCGTGAGGG 1:34 scaffold_1:21767937..21768614
Oleoyl-[acyl-carrier-protein] hydrolase FatB GGTTGGGCGATCATCTATTG CCTCAGCCAACAGTGTTTCA 8:60 scaffold_8:17608574..17610182
O-methyltransferase Oomt1 AGTCTTCTTCTTGCACTGTA AAAGCCACTGATACCTCCAA 6:80 scaffold_6:25654672..25655737
O-methyltransferase omt2 AAACCACACTCTACACTCCC GGCCTCTACCATTTCTTATT 4:18 scaffold_6:25651399..25652258
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O-methyltransferase Omt3  TGTGTTTCCCCAGATTCCTT AGGAGTGGATTCGTTGGTTG NA scaffold_4:15007667..1300690>
scaffold_3:9590401..9591731
3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase FabG GCCAACTACAGTGCTGCAAA CCACCAGTCCTGCGACTTAT 3:04 scaffold_5:13884594..13886129
Phloroglucinol O-methyltransferase Pomt TAGACATCATCTCCGCTGCAGG  TGATGCAGCAGAAGCAAAGGCC 1:73 scaffold_1:40116525..40117658
Phospholipid cytidylyltransferase Pct ACCAAGGGCCATCGCAACAAAC  TCCACCGAAATAGCTGGTGGAC NA scaffold_1:5014144..5015289
Phosphoribosyl anthranilate transferase 1 Prt TCTTGCCAACATCTTTCTGCCC TTCAGGGAAGGCTATCAGAACC 5:41 scaffold_5:14657746..14658076
Polyprenyl synthase Pps CTCGAGTGTTCGGTGGTTCT CGAAACCAGAGAGCTGTTCC 7:41 scaffold_7:16488022..16488294
Pyruvate decarboxylase Pdcl CTACACAGGACTTGTTGATGCC  AGTAGAACAGACACCGTTCACC 6:74 scaffold_6:24378424..24379713
Pyruvate decarboxylase Pdc2 ATTTATCGCCTTCCACAACG AGGGCCTGAAACACACAATC M scaffold_3:10636015..10636648
Pyruvate dehydrogenase Pdh TATTGTTGGGGCTCAGGTTC TTTGCATGCCTGCTTTACTG 1:34 scaffold_1:26100330..26102301
Pyruvate dehydrogenase kinase Pdk CAATAACGTGGTCCCAATGA GGGATTGTGCAACTCGACAT 1:14 scaffold_1:8041657..8042610
Quinone oxidoreductase Ngr ATGGCAGGTAGCAGAAACACTG  GTAGTTCTAGCTCAGAAGGCTG 4:18 scaffold_4:1441791..1444720
Serine O-acetyltransferase Sat1 GGCACCCAAAGATTGGTGATGG TCTTTCCCTCCAAGCAGCCTAG 4:63 scaffold_4:17641312..17641917
Serine O-acetyltransferase Sat2 TATCCTAGCCGTACTGCTATCC CAAAGTACAAGCATCTCGTGCC 6:65 scaffold_6:22073001..22073954
Serine/threonine-protein kinase Stk GGGTGCAGCATGGACAAGAATC GAACAGAAACGAGGTTCGAGGC 1:28 scaffold_1:17363856..17367114
Sesquiterpene cyclase Stc AGCTGTTAAAGCTCAAGCCCGG  CTCTGGCACCCCATATTGCTTC 4:46 scaffold_4:12125012..12125834
Sesquiterpene synthase Sts AAACAAGATCCTGCTGCAAT ACTCATCAATCCCTTAATGTC 4:18 scaffold_4:1419812..1420568
Squalene synthase Sgs TGGTTCTTCGAGCTCTAGACAC  TTTGCCATTCCTGCACCCATTC NA scaffold_8:11250198..11254468
Terpene cyclase/mutase-related 7c AATACTGTTGACCGGCGCCT ATAAAGCAGCACCAACGGCA 1:73 scaffold_1:36322280..36323006
Terpene synthase/cyclase family 7s1 GTGGTTGAATCTATAATCCG CAAGTAGTCTTCAGCGTTTG 4:18 scaffold_4:1414396..1415254
Threonine ammonia-lyase Oomr GTTCCCAGAAAGACCTGGTG GCATTGTCTCCCTTCTCTGC M scaffold_7:14902545..14903079
Threonine dehydrogenase 7d GAGGCTGTACTCGCAACTAT AAGTAGCGCAAGTGATCTTT 7:31 scaffold_7:14902832..14904751
Threonine synthase 7s ACCTCTCTCTTCCAATCTCC GGTAAGACCCACTCCTTCTT M scaffold_3:2324066..2324741
Trans-cinnamate 4-monooxygenase C4h CACTTTCCCACCCATAACTC GCGAGTTCGTTGAGTTTCC M scaffold_6:2189775..2190064
Triterpene UDP-glucosyl transferase Tugt CATCTTCCAGCCTATCATGAGC  CTGCTCTAGGTTGGAATGAGAC M scaffold_6:210330..210968
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Dolcor, acidesa i vitamina C
14-3-3 protein 14-3-3a  GCTTTGATGCTTCCTTGATT CTTGGGCTTGCACTTAACTT 3:37 scaffold_3:18006890..18008887
14-3-3-like protein 14-3-3b AGTGAGGTTGTCCCTCAA AGGCTGCTGATGAGAGAAAG 1:78 scaffold_1:46593152..46595251
ABC transporter protein Abcl TGAATTCTGACTGTGCTGCT GAAACCCAATGGCACATATT 7:71 scaffold_7:20863011..20863507
ABC transporter related Abc2 AAGCTTAGCTGATATGGCAGCC  CAGCACACCAAAATTGTCAGGG M scaffold_4:9172089..9173261
Aconitate hydratase, cytoplasmic Ach ATGGCAAATCCTTCGTATGT AGCTCTGGGATTGAAACAAC 7:48 scaffold_7:17849960..17850769
Alpha-L-arabinofuranosidase Abf GAACCAGACAGCAAAGCTGCTG  GCAACCTTGTTGCGGTCAAAGC M scaffold_6:896455..897941
Ascorbate peroxidase, cytosolic cApx GATGCTACCAAGGGTAATGA TGGAAGCATTAGAAGACCAT 6:25 scaffold_6:6274826..6276864
Ascorbate peroxidase, thylakoidal tApx ATATTGAGGAGTGGCCAAG ATTGGAACAAGTCTGCGTAT 1:73 scaffold_1:40069133..40070203
Beta-amylase Bamy CTTCATTCACGCCTTTCCTGGG  TTGCGAACATCTGGGCAAGTGC 1:26 scaffold_1:10746349..10747081
Dicarboxylate/tricarboxylate carrier Dtc ATGCTCAAAACGTCAAACCC GCTTGTGCCATGAAAACCCT 6:00 scaffold_6:897270..897923
Dehydroascorbate reductase Dhar TCTAACGTTGGAGGAGAAGA TCAGGAGGAGTTTTGAGAGA 2:34 scaffold_2:21733801..21735864
Dehydroascorbate reductase Dhar2 TCTGAATGAGAAATGGGTTG AATGCTTGTTCTGTTCCATC NA scaffold_3:12783841..12787216
Fructokinase Fk1 CTATGGCTAACAATGGCGTA TTTGATGAGCTCCAAGTTGA 1:28 scaffold_1:17794445..17794855
Fructokinase FKk2 GGTGAAAGCTTCAGACTCG CGGTTGCAGATACTACACCA M scaffold_1:17795804..17797362
Fructose-bisphosphate aldolase Fbal GCTGCCTACTACCAACAGGG TCATTGCGTTCAAGTTCAGG 8:19 scaffold_8:11068459..11069326
Fructose-bisphosphate aldolase Fba2 CTCTTCGTGAGCTCCTCTTC CTGGCACCAGCTTCATAGTA 7:31 scaffold_7:14561569..14563349
Fructose-bisphosphate aldolase Fba3 CAATCGTCCTCAAGCTTCTT CAACCTTAATGCCATGAACA 7:31 scaffold_7:14560795..14561445
Ghranule-bound starch synthase 1, Gbss GACTAGGCAAGCAAAGCAAAA GGACCTTCAAAACAATGGGA 8:30 scaffold_5:12749954..12751067
chloroplast precursor
Glucose-1-phosphate adenylyltransferase Agpl GATATCACTGTGGCTGCTCT CATCACATTTTTGCTCACAA 3:37 scaffold_3:15124604..15126012
Glucose-1-phosphate adenylyltransferase Agp2 GGATCTGGGTTTGTATTGTT ACAAGCAGAAATTGGATGAT 5:41 scaffold_5:15127115..15128665
Glucose-1-phosphate adenylyltransferase, Agp3 GTAAAACCCTTCCTCTGCCC AAACTTGGCCCTCACAGAAC 1:50 scaffold_1:33124577..33125207
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Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, G3pdh1  GGTCGTTTGGTTGCTAGAGT CTTCTCATTGACACCCACAA 1:34 scaffold_1:23844137..23845547
cytosolic

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, G3pdh2  CATGTGCTCTATGAGGTCCA ATCAGGTATGCTGCTGATGG 4:27 scaffold_4:7286558..7287844
cytosolic

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, G3pdh3  GTGACAAGCCCGTCTCTATT CTTCTCATTGACACCCACAA 5:41 scaffold_5:13924688..13926400
cytosolic

Hexokinase Hk1 GGGAGTGACCTCAAGATGAT GCCCAGAAGCAATGAAATC 1:50 scaffold_1:32591668..32592861
Hexokinase Hk2 CGAATTCGCCAATTACAAG TGTATGAGCACTACACCGAAT 7:56 scaffold_7:20083099..20083559
L-galactono 1,4 lactone dehydrogenase Gldh GTACCAGCACCTGCTCCAAT GGACGCCTGTAGTGGAAAAA NA scaffold_7:8236918..8238553
Malate dehydrogenase Mdh GCATGGAAAGAAAAGATGTC CGTTCAATCTCTCTGAAACC 1:14 scaffold_1:2804161..2804764
Mannose-1-phosphate guanylyltransferase Gdp CACTCATTCTTGTTGGAGGT GTGAGCATGTGATCTTGATG 2:38 scaffold_2:22456186..22456664
Monodehydroascorbate reductase Mdhar AAGCAGACCCTGACTACAAA AATAAACCACCACCAACAAC 5:21 scaffold_5:11233609..11235650
NADP-dependant malic enzyme, cytosolic Mel ATCATCCGGTGTTGGAAGAA TGATGTTGGAAAATGGTGGA 7:56 scaffold_7:20169862..20170789
Neutral invertase Ni ACCCTGTTAGTCACTGATGG GGAATCCAATCAACTAACCA 1:14 scaffold_1:8487017..8487502
Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) Pepckl GTCTAGCCCTCGATACCAAA TCAGCTAGGTGGTCTGTTCA 1:78 scaffold_1:45600689..45601415
Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) Pepck?2  GAGCATCCACCTCCTTGAT CGCGAAGTACAAGAAGACTG 6:45 scaffold_6:20071591..20072111
Potassium channel subunit Chk ATTGCATGGTGTGCTGCTAA TCACGACTTCCTCGCTCTTT NA scaffold_1:4316083..4317471
Potassium transporter Trk GACTCTCATGAGGAACATTG CGTTGCAAGATACGGTTACA 4:18 scaffold_4:5423569..5424045
Probable transport protein cshC CsbC TACACGAGCCTTTCTACGGG TCTTTGTTATGGGGTTTGGG 8:41 scaffold_8:17365985..17366421
Pyruvate kinase, cytosolic isozyme Pkl GTGAATGGCGAACATAGACA CTGCCCTTCCTTAAGTTGAA 4:63 scaffold_4:29851413..29851950
Pyruvate kinase, cytosolic isozyme Pk2 CTCGTTTGTTGCACTGGTAG CCATTAAGGTGAAGGCATCT 7:31 scaffold_7:14816481..14818270
Pyruvate kinase Pk3 TGAGACAATATCTGCGTGCT TGTTAGGACAACCAGGGTCT 2:13 scaffold_2:11622605..11626723
Sorbitol dehydrogenase Sdh GGTGGCGAAGAACTTCATGT GTCTTCTCAGGGAGGGGTTC 2:45 scaffold_2:24766635..24767338
Small basic intrinsic protein 1-1 Sip1-1 GCCAATCCAATAAACCAAGA CACCACTGCAAGTTTCTACG 3:37 scaffold_3:16514701..16515339
Sorbitol transporter Sot AATTTGGCGAACAAACTTGC CTATGCGCTGCTCAGAAACA 8:23 scaffold_8:12530480..12530832




Gen Candidat

Abrevia-

Encebador directe (5'>3')

Encebador revers (5'->3’)

Posicio en el

Posicio en el genoma de

tura mapa de bins' presseguer?
Starch phosphorylase Sp GTGACACCAAGAAGATGGAT TTTCAACTTGTTGCTCCTTT 3:49 scaffold_3:19172165..19173713
Sucrose phosphatase Spp CCTGCCCGTCTAATGATAGT TGTTGGTGACCTACCAGTTG 7:31 scaffold_7:12700590..12701833
Sucrose phosphate synthase Sps1 TCTCTGTCCCAATTCTCATC GAGATCGGTCTCATCGAA M scaffold_1:40220545..40221160
Sucrose synthase Susl1 ACTCCGGTGAGAGTCAAGAG ACCTGTGGACTTCCAACATT 7:56 scaffold_7:18756997..18757803
Sucrose synthase Sus2 AGCATAGCACTCGACCAACC CACGAGATGCATTGGAGAAA 8:60 scaffold_8:21436155..21436944
Sugar transport protein Stp TGGGGACATTATCGTCACCTAC  ATCTCCGTACAGAAGATGGGAG 5:04 scaffold_5:722072..722457
Tonoplast dicarboxylate transporter 7dt CTTCCAACAGGAACACCTTC CAAATGGCTGCAATCATAGA 4:18 scaffold_4:467683..468147
Tonoplast intrinsic protein 1-1 Tip1-1 ATGGATGCTCCATCGAAAG CGGCAATATCTCCCTCCT 3:12 scaffold_7:15172816..15173534
Tonoplast intrinsic protein 2-1 Tip2-1a  CGAGCTGGGTTCATTGAT CCTTCATCCTCAAGTTCGTC 7:48 scaffold_3:3686893..3688329
Tonoplast intrinsic protein 2-1 7Tip2-16  AGAATCTGCAGCTGTCATCA TTCATAAAGAGCTCGTGCAG 2:45 scaffold_2:24346420..24347069
Triosephosphate isomerase, cytosolic Tpi CACTACTCTCATCGGGTTCA TCAAGCAAACGTAAGTCCTG 2:38 scaffold_2:22196737..22198681
UDP-glucose 6-dehydrogenase Udpgdh  TGGTGAAGATCTGTTGCATT ACCCTCAGCAAGAAACTCTG 5:42 scaffold_5:16314856..16315341
UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase UGPase  TCCTTGCCAGTCTGTCCTTT CTTATGATGGCTTGGCACCT 3:06 scaffold_3:208806..2104
Vacuolar proton pump subunit C ATPase C ACGTCGGTTTCTTGCTCTAC TACGGAGAGGTTTTCAGCTC 3:49 scaffold_3:21718652..21719102
Vacuolar proton pump subunit D ATPase D GGAACACCAGATATTGCAAAC TGGTGAGAGTCAGATGCTTG 3:49 scaffold_3:19860500..19860750
Vacuolar proton pump subunit D ATPase D TAGAGCATTGACACGACGAT CGCTTGACGGTAGTTCCTA 3:37 scaffold_3:13503555..13504168
Desenvolupament del fruit i maduracié
Aldo/keto reductase Akr GAAAACAGCAGTTCTTGAGG TTACCAGGTTTCGAGCTAAC NA scaffold_1:24918419..24919153
1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase Aco GGAAGGAAAGCAACAATGGA AACCTTGGTGCCAAAAGTTG 3:37 scaffold_3:16206169..16206836
Actin-depolymerizing factor Adf GTTGTGGTGGAATCTGTTGGTG  GAGTAAGGTGTCGTCTAAACCC 1:14 scaffold_6:22718094..22719001
Adenosine kinase Adk TTGTGTTGTAGGTGGTGAAA TCTGGGGATACAGTAAGAAAA 6:65 scaffold_6:21764960..21765354
Acetyltransferase-like protein Atlp ACAAAGTAAGATGGCCCCAGAC  ACTCAATCTTCCTGCTAGAGGG M scaffold_4:7884557..7883970
Auxin-responsive protein (IAA16) laa TATCTGCGCAAGGTGGATCTTG  GTCTTTCAACTCGTGCTTGTGG 3:14 scaffold_3:4630649..4631934
Calcium-dependant protein kinase Capk CACAACTCAAATCTTCTGGGG AACATTTGGTTGCAGCCTTT M scaffold_8:17384115..17385032
Cyclin delta-3 CyeD3 GCTGCAGGTCTCTAGCTGTA GATTGCAGTGAGAGCAGTGA M scaffold_8:14683257..14683883
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Dehydration-responsive protein Dre TCTCTTGGAGGGCTGGAAAT TTAAACCCCGTTGCTGTTTC 5:08 scaffold_5:2314545..2315443
Dessiccation protectant protein Leal4 Lea GCACGAGGCTAAGGAGAAGA AGTTTTCTCGAGGGGGAGAG 7:71 scaffold_7:22606723..22607215
homolog
Dioxygenase Dox TTGCGCGTGAACTACTATCCT TTGCCCTTAAGTTTCCCCTT 6:65 scaffold_6:23171262..23171869
Early light induced protein Eljp TTCCCCTGGCTATTGAGACTGC  AGTCGACAGCCAAATCAGCACC M scaffold_1:1492732..1493535
Ent-kaurene oxidase Ko 1:50 scaffold_1:33755188..33755492
Ethylene forming enzyme like dioxygenase Efe TGGAACAATAATCACCCTTC CCTTGTCTGGATTTGTCACT NA scaffold_4:18515042..18515938
Ethylene responsive element binding protein Erebp ACCACCCAGCTAATCATCCA AGGAGAGAGAGCAGCGAACA 2:45 scaffold_2:23994789..23995136
Cc2
Ethylene responsive protein (T22E.9.7) Etr CCGACACCATACGCAATTCT AAGCCCTTTTTACAGCTCCC 1:50 scaffold_1:29357226..29358583
Ethylene signaling protein Ein CCTCAATACCATCCTTCTGA AGCTGGTGTACTGCAGAAAT 6:65 scaffold_6:21789235..21791643
Eukaryotic translation initiation factor 5A elF542  ACCGATGAAAGTCTGCTTAGCC  ATATGCAGCAAGCTCCCTTTGC 7:71 scaffold_7:22191909..22193134
isoform II
Fiber protein Fb19 Fb19 AGCCATGACTACCGACAACC GACCACTTCTTCGCACCCT NA scaffold §:21149801..2115049>
scaffold_8:21274774..21273345
Glutathione S-transferase Gst1 GTTCCTCTCATTCAAGATGG AGTTGTGTGCTTCAACCTCT 3:37 scaffold_3:14138406..14139367
Glutathione S-transferase Gst2 AGTGTATGGTCCAGTCAAGG CCATCTTCTACTGCTGGAAC 3:06 scaffold_3:96049..96852
Glutathione S-transferase Gst3 CTTTGGGATGTGAAGAAGAG CCGTATCATATGCTTGTTGA 8:60 scaffold_8:19082994..19083686
Metallothionein-like protein Mtip GCTGTGGAGGCAAATGTGGTTG CCGGGCCATGACCACTTTATTC 6:65 scaffold_6:22947410..22948304
NAD(P)H quinone oxidoreductase Ngo ATGGCAGGTAGCAGAAACACTG  GTAGTTCTAGCTCAGAAGGCTG M scaffold_3:20441839..20442714
Nascent polypeptide associated complex Nac AATACCAGGTGTCAGCCGTGTG  AAAGTTTCGCCGAGAAGGTGGC 7:25 scaffold_7:1833244..1833997
Nucleoside diphosphate kinase Npk TTATTGGTGCCACCAACCCAGC  GGCATATCCAATGCTCCAAGGC 2:20 scaffold_2:15576776..15577833
Phosphodiesterase Pde GAAACTAGTGCACACTGCTG CTCCCATGATTTGAGAGTTC 4:18 scaffold_4:3440614..3441241
Phospholipase D alpha Pld CTCTGAAATTGCCATGGGAGCC  TCAGACTTGGCACCTAGGACAC 3:14 scaffold_3:5398084..5399248
Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase Pimt CCTCATATGCATGCAACATGCC  AATTCTGGCCAACCTAGCCTTC 5:41 scaffold_5:14229094..14229860
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Ras-related protein ARA-3 Ara3 CAAGAACGGTTTCGGACAAT GCCCTCGAGTCAGTATCTGC 6:65 scaffold_6:22662010..22663410
Ripening regulated protein DDTFR10 Ddtfri0  TGACATCAACTCGGCTGTTGGC  CCTCAACAATGACACCAGAGCC NA scaffold_2:9851398..9853269
RNA recognition motif (RRM)-containing Rrmp AACCGTCGGTCAAGATCAAG GGATGAATCAAGGACCCAAA 4:63 scaffold_4:17941057..17943799
protein
S-adenosyl-L-methionine synthetase Sams GTCACCAGCACCAATCTCCT ACACACCCAAAGCTCCAATC 1:14 scaffold_1:8142188..8143343
Selenocysteine methyltransferase Smt TGGAATCAATGTGGTCAGTGGC  CGGTGACATTCTCACTACTTCC 1:14 scaffold_1:1306506..1307663
Serine carboxypeptidase I precursor Scpl CTTGTGCAGCATAGGCAATA ACCTTTCACTGGGATTGAAG 8:60 scaffold_8:17761746..17762930
Serine carboxypeptidase precursor Scp2 TTCACCCTTTGGAGCAATAC GCTCCTGGTATCGATGATG 8:30 scaffold_8:15559647..15561395
Serine carboxypeptidase I precursor Scp3 GCATCCAGTAGAACTTGTTTTG  CGAGTACGAATCACCAGAAA 8:41 scaffold_8:15561507..15564341
Serine carboxypeptidase I precursor Scp4 CATAGGTAGAGGCCATGGAT TCAGCCACAGAACTACTGGA 8:60 scaffold_8:17764339..17765405
Serine protease Psp TTATGGNGCTGGGCATGTGGAC CCAAAGCTGGTTGTACCGGATG 1:55 scaffold_1:35650295..35651005
Short-chain dehydrogenase/reductase - Tic32 Sar AATGCAGGGGTTATGGCAACTC  AGCGCTTTGTGAGCTCATTAGC 5:21 scaffold_5:10931398..10933435
Squamosa promoter-binding protein-like 12 Spl1 TACGGCGGATGGAAGAAACA GATACTTCCCTTCTAGAGCACAG 1:14 scaffold_1:8102137..8107136
Squamosa promoter-binding protein-like 1 Spl2 GGTCACATGGATCCCAACTT GTGACAATAACTCAGACTTAAC 3:06 scaffold_1:8098525..8099362
Squamosa promoter-binding protein-like 1 Spi3 GTGCTAACCAGTTTGTAACG TAAACCATCAAGAGTAGCCA 1:14 scaffold_1:8106482..8107037
Squamosa promoter-binding protein-like 12 Spl5 CCTGCGTCAGATCTACTACA GACTGTGACCCTCTCCACTA 1:14 scaffold_1:8095438..8096557
TCTP protein Tcip CACATGGGTGAAGAGGTACATC  TTGAAGCCAGCTGTGCCAATAC 1:26 scaffold_1:10203241..10203639
Ted2 protein Ted? TCCATTGTCAGCCATTGCAGTG  TGATTTGGCACAGCAGCTATCC 3:04 scaffold_2:24096013..24097140
UDP-xylose phenolic glycosyltransferase Upgt TGGAGCTGGAGAGAAGTACTAG  TTCACTCTAACCCCAACCTTCC M scaffold_7:22469701..22470348
UTP-glucose glycosyltransferase Cgt GAGGATGAACGCCACGTTGTTG  TACTTGCCACTTGGGACAGTGC M scaffold_7:16512103..16512689
Coloracio del fruit
Anthocyanidin-3-glucoside Art AAAGTGGGCTTCATTTGGG TCACCTTTGCGACCTCTTCT 4:18 scaffold_2:10655409..10656196
rhamnosyltransferase
Beta Lycopene cyclase LcyB ACAATCCAGGTTACCAAGTG CTATCGCATTTGCAACAATA 7:25 scaffold_7:8202589..8203233
Beta-carotene hydroxylase 2 B-Hyd  ACTTGAAGAAGTGGGAGGCCTC  GGACGGAATACAAATTCCCCG NA scaffold_2:25312949..25314202
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Chalcone synthase Chs GTGGAGGAAGTTCGCAAG ATGTCCACACCACTGTTGG NA scaffold_1:313777..314833
4-coumarate-CoA ligase 4Cl1 TCGGATACTGTCCAACCTTT TGCACAAGGATGGTTAAGAA 1:50 scaffold_1:32034338..32035326
4-coumarate-CoA ligase 4C12 CTGCAGCCTCAGTGATATTG CTTTGATGATGAGGGTTTCC M scaffold_5:13843249..13844525
4-coumarate-CoA ligase 4C3 CTCTTCCACCTAATCAGTTGGG  AACTGGAACCTCACCAGCTTTC M scaffold_7:15334994..15336139
1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase Dxs CATCCTCTTTGGTTGAATCC AATGTACCGGTCAGGAAGAA 1:26 scaffold_1:10881152..10881910
Dihydroflavonol 4-reductase 1 Dfr1 AACAGCCCCTATGAACATGC CTTGTGATTGGCCCATTTCT 1:50 scaffold_1:33138560..33139554
Dihydroflavonol 4-reductase 2 Dfr2 AATTACAAGGCCTTCTTGGA TTCTGTCATTCACACCCTTG 2:26 scaffold_2:19053729..19054447
Diphosphomevalonate decarboxylase Mvd GCGAATGAAGATCACAGCCAGC  CGCATTCCTGTAGTGCTACTCG NA scaffold_4:20924803..20927649
9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase Nced AGTTTCGGGCTTTGCCAAAGTG  AGCTTCCCACAGGTAATTGTCC 4:28 scaffold_4:8571424..8572032
Epsilon lycopene cyclase LeyE GAAACTTGCTTGGCTTCTAA CCAAATGCTAGGTTCTTTTG 7:56 scaffold_7:19401241..19402792
Flavonone 3’-hydroxylase F3h1 ATGAAATCCCGATCATTTCG AATGCCTCTGTGTCCAGTCC 1:34 scaffold_7:17533160..17534711
Flavanone 3’-hydroxylase F3h2 CATTTGACTGGACCTTGGCT CGAGGAGCATATTTGATGGG 5:46 scaffold_5:16348410..16354463
Flavonoid 3'-monooxygenase F3h AGAAGCTGAGCCAAGTTCAC CACGACACCAACTTCTCAAG 5:46 scaffold_5:16355796..16356686
Geranylgeranyl diphosphate synthase Ggps CACCACCCTTCTACACTCTC GTTGAACATTGAGCAGGTTT 4:18 scaffold_7:16488813..16489430
Geranylgeranyl pyrophosphate synthase Ggpps TGGAAACAGAGCATCACCAG GACGACCCTGATAGCCGATA 8:41 scaffold_8:16771706..16772280
1-hydroxy-2-methyl-butenyl 4-diphosphate Hdr AAGAACTACAATCGCAGAGG TTTCATCAGGAAACTGCTTT 8:23 scaffold_8:12976777..12976949
reductase
4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate Hds CACAAATTTATGCACTGGGG TTGTTAATGGACCTGGGGAG 6:25 scaffold_6:7024395..7024975
synthase
Hydroxymethylglutaryl-CoA reductase Hmgr TTGCATCTCAGTCAGCTTGC AACAGTGTCCCTTGGTGAGC M scaffold_3:13751366..13751944
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase Hmgs CCTCCCGAGAAGTTTGTTGA ATGGAAGCCGGAGATGTATG M scaffold_5:9957625..9958852
Isoflavone reductase related protein Ifr GCGATAAAGCAAGTCGATGTGG  GTAGCCAGCAAAGAAGTTGGAG 8:23 scaffold_8:11981449..11982642
Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase Idi GAATTGGGTATCCCTGCTGA TTCTCAACATTGTCCCACCA 6:84 scaffold_6:28602147..28603007
Leucoanthocyanidin dioxygenase Ldox ACATCAGTGTGAGCTTCGAC CCTCAAACACCTGCTGATTA 5:21 scaffold_5:9818042..9818900
Leucoanthocyanidine reductase Larl TGGCAGAATCTTCATTGTTG TTAATTGTGCCAACAGCTTG 1:50 scaffold_1:28898878..28900796
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Leucoanthocyanidine reductase Lar2 CAGAGAACCGCATACCAGAA TTTATGAGGGGAGAGAGGGG NA scaffold_1:28898322..28898956
Mevalonate kinase Mvk TTCCTCCATTGACCTCTACACC ACATGAGGTTGGCACTGATGAG 6:84 scaffold_6:26867622..26869659
Norcoclaurine 6-O-methyltransferase Nemt GCCATCACTCCCTGGTTATCT CACAAATCCACATCCTTTGCT NA scaffold_8:16789035..16789557
scaffold_8:16797505..16798027
Phosphomevalonate kinase Pmk GGTGGGTGCTGTGAAAAAGT GGTTTGGTTTAGCAGCTTGG M scaffold_5:2977979..2979579
Phytoene synthase Phy CGCCCTTCTTGTGAAGTTGT ATATAATGCTGCCTTGGCGT 3:06 scaffold_3:79549..80759
Phytoene desaturase Pds CCTCAATGGAAGGTGCTGTT GCCAAATTTAATGGCTGGAA NA scaffold_1:13678623..13680436
Protein kinase Ptk1 CTGGTGTCCTTGCCTCATCT TGCAGATGTTTGGTCCTGTG 5:11 scaffold_3:16983728..16985281
Putative Rab geranylgeranyl transferase type Rggt ATGACTCAGGTGGGTTTGGTGG TGTAGTTCACGGCCTTCTCCAC NA scaffold_3:16983728..16985281
II beta subunit
UDP-glucose:flavonol 3-O-glucosyltransferase Ufgtl TCAGTTCATGTGGTGAAGAA TTAAATGCCTTTGAATTGGT 3:37 scaffold_3:14619469..14620515
UDP-glucose:flavonol 3-O-glucosyltransferase urfgt2 TGTCATTGAGCTCGCAAAAC GCCAAAGAGGTCCACGATAA 7:41 scaffold_7:16510977..16511272
UDP-glucose:flavonol 3-O-glucosyltransferase Urgt3 CTCGCGCATGCTGCATCAAATG  TCAAGCCAGGATAGGCAACCAG M scaffold_2:26435430..26436041
UDP-glucose:flavonol 3-O-glucosyltransferase Ufgt4 TCCGTAGGGACCACAAGAAC GGAACCACATGCTCTTCGTT NA scaffold_3:14638115..14639015
UDPG-flavonoid-3-0-glucosyltransferase 3Gt2 TTGGAAAGCCATGCTCAAAC CCCTCATGGATTGGAAGAAC 5:08 scaffold_5:2515082..2515444
UDPG-flavonoid-3-0-glucosyltransferase 3Gt3 TCCCCCACAACTCTAATCCA GGTTGTGAGGAAAGGCAAAG 8:30 scaffold_8:14581409..14581730
Zeaxanthin epoxidase Zep ACGGAACTGGTTTGAGGATG CATCTGATGGACGAAAACGA 7:31 scaffold_7:15563905..15564762
Zeta-carotene desaturase Zds GTCCAGTTGTAAAGGCTCTG GTCAATAAACCCAAGTGCAT 6:84 scaffold_6:27535634..27536887
Textura
Alpha-expansin Expl GCTACAAACTTTTGCCCACC AGTTTTGCCCCCAGTTTCTT NA scaffold_6:2108090..2109740
Alpha-expansin Exp2 ATGGACGATTCTGCGAACTA GGGAGGAATAAGATTCACCA M scaffold_2:23574518..23575054
Alpha-expansin Exp3 GACGTGAAAGGATCCAAGAC CACTGTCCACACACTCACAA 6:25 scaffold_6:5143300..5143847
Alpha-expansin Exp5 CCAACTTCTGTCCTCCAAAC CGACGTTGGTGATTAGAACC 6:65 scaffold_6:23063589..23064469
Alpha-expansin Exp6 CTTATGGTGGAGGTGGATGG TTTGGCCATTGAGGTAGGAG 1:50 scaffold_1:27210118..27210928
Annexin-like protein R14 Anx TCCCTCGTATCGGTAAGTGC ATGAGGGGTTGATCATTTCG 6:39 scaffold_6:17636418..17637122
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Beta-galactosidase Bgal TTCCGTGAGGGAAGCTGTCATG  CGATCCCAACATTGATTCCGCC 3:12 scaffold_3:2679011..2680127

Endo-1,4-beta-D-glucanase Egl GAAGTGTCCCTCCATTTCCA ATCTGCCAATTTTCACGACC 1:78 scaffold_1:42045140..42045913
Endo-beta-1,4-glucanase Eg4 GAATGGCAATTGGGCTAGAA ATGGTGGGCTATGGAAACAA 5:41 scaffold_5:11942212..11942806
Pectate lyase PI1 AAGCTTGAAGCCCTTGCATA TCCTTTGGAGAAGGGTTGG 5:41 scaffold_5:14194017..14194620
Pectin Methyl Esterase Pmel CTCCTCATACGCCTCCAAAG GCTTACCTTCACCCCATCAA 2:45 scaffold_2:24343160..24343497
Pectin Methyl Esterase Pme2 TGTTGGCTGGAATAATTGGG CGGGTAATGCCTCTTCTTTG 3:49 scaffold_3:19499908..19500772
Pectin Methyl Esterase Pme3 AAGGGCTGGATAGAATGGGT AGGGGGAATTGGAAAAGAAG M scaffold_3:1448832..1449273

Pectin Methyl Esterase Pme4 ATTCATCCCATTTCCACCAA ATGCAAGCACAATCCAAACA 2:45 scaffold_2:24339624..24339953
Pectin Methyl Esterase Pme5 TACAGCTTCCATGGCCTACC AACTTTGTGGATGGCTGGAC 7:56 scaffold_7:18646110..18647197
Pectin Methyl Esterase Pme7 GTGCCCTCTCTATTGCTTGG GTTGGTGAGTGAAGGGTTGG 1:50 scaffold_1:30476006..30476482
Pectinesterase precursor Pe AGCCTAACCAGGGCTCAAAAGG  AGCTGTCATCAGTGCTTGGAGG 2:45 scaffold_2:24346529..24347116
Plasma membrane intrinsic protein 1-1 Pip1-1 GTGGTACAAAGCTGCAAGTG GCTACACCAAGGGATCAGG 1:78 scaffold_2:22777512..22778470
Plasma membrane intrinsic protein 1-2 Pipl1-2Za  AAGAGCAGCACCAATGAATG CCAGAGACTCTCATGTCCCT 5:21 scaffold_5:10927626..10929027
Plasma membrane intrinsic protein 1-2 Pip1-2b  TGACGTCATGGTCGTTTTAC CCTTGTCAGCGACAGCTT 4:22 scaffold_2:22778609..22779228
Plasma membrane intrinsic protein 2-5 Pip2-5a  ATAGTTCACCTGGCCACAAT AAAGGCAAGTGTTTGGAGAA 2:34 scaffold_2:20946218..20946298
Plasma membrane intrinsic protein 2-5 Pip2-5b  TCACTGTGCTTACCGTGATT GCCACCATGTACAATACAGC 2:34 scaffold_2:20943076..20943866
Plasma membrane intrinsic protein 2-7 Pip2-7 TAGCTGCTGCTCTGAGAATG CACAGTTTTCTCAGCCACTG 8:41 scaffold_8:16515677..16516585
Xyloglucan endotransglycosylase Xetl GAAGGCAGATTGGAGCAAAG GCATCCCATGTCGTTTTATGT 1:14 scaffold_1:4915405..4915707

Xyloglucan endotransglycosylase Xet2 CTGCATTGCCTTCTCATTCC TCTTATGGGCACATCATCCA 6:25 scaffold_6:7902086..7903207

Xyloglucan endotransglycosylase Xet3 CAGCAGCAGATAACGCAAAG CAACCTGAGACCAAACAGAACA M scaffold_3:16993320..16993725

Factors de transcripcio

AP2 domain containing protein AP2.1 ACTTTGGCTGGGGAGAACAAGG  TCAGAAACCTCCCCCAATCAGG 3:12 scaffold_3:1544865..1545384

AP2-containing DNA binding protein AP2.2 GATCAGGCTCCCTCAGAACA GTGAGCAGCCTTCAAATTCC M scaffold_5:11915561..11916109
AP2 domain transcription factor RAP2.3 AP2.3 CCACCACCAATCTCATACCC TCTTGCTGGTCTTTCCTGCT 1:73 scaffold_1:41300606..41301429
bZIP transcription factor ATB2 bZjp TTGATGGCTCAGATGGCTGAGC  TAGAAACCTCTCTGGCTCTCCC 8:23 scaffold_8:11718406..11719200
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MADS Box transcription factor (Pistillata) Pi3Pp TCAGCAATGAAGTGGATAGGG GCTTGTCCCGGTTTGTGATA NA scaffold_1:39773156..39774368
MADs box protein (Sepallata) Sep CCC GGTACCCTAAACA TCTTCTCTTGGCAAAAGTCA 5:46 scaffold_5:16626155..16630368
Myb-related protein 39 Myb39  GTCCAAAGATGTGGGAAGAG GCTATAGCCGACCACCTAAG 1:50 scaffold_1:27289692..27290383
Tubby-like protein Tulp TCACCGTATATGACAGCCAGCC  TCAAAACCAGCGGTTCTGCACC 7:41 scaffold_7:16918329..16919056
WRKY transcription factor Wrky ATTCATGACCAAGAGTGAGG GTGTGTTGGCCTTCATAAGT M scaffold_10:527929..526744

! La terminologia per a la posici6 al mapa és com a Howad et al. (2005). M: Monomorfic; NA: La parella d’encebadors no amplifica o amplifica més d'una banda.

2 Tal com a http://www.rosaceae.org/



http://www.rosaceae.org/

Annex 2: Seqliéncies dels encebadors i localitzacio dels 155 marcadors utilitzats per I'estudi de gendmica comparativa.

Marcador Encebador directe (5'>3") Encebador revers (5'>3") Amplificacid /|  Métode de deteccid’ Posicié al mapa del
polimorfisme presseguer’
MDP0000029168 TGAGTTTCGGTGAGAGCAAG GTTTTCTCGGTCGTTTTTCG Si/Si HRM 6:84
MDP0000047001  GATGGCAAGGTGGAAGCATA  CGCTCCAAATATCTGAGGAA No / - - -
MDP0000069231  TGGTGTCTTTGACAACCAGC ATTAGGCGGCGGTAACCTT Si/Si HRM 5:08
MDP0000127923  CATCCAGAAATTGAGCAAGG CCGGTTGCAGTTTTAGGAAG Si/Si Seqlenciacio 5:21
MDP0000131015 CCCGAGTCCACGAATAAGG GCTGTGGTTGTTGGAGAAGA No / - - -
MDP0000131537 GTACTGGAAGGACGACGGCT  CGGCCTTTGTTTCTCACAAT Si/Si Polimorfisme en la longitud del fragment 3:37
MDP0000131695 TGGTGATTTTAATCCAACGC CCACTTCTTTCATCTGCTCG Si/Si Seqlienciacio 3:37 - 3:49
MDP0000135455 ATGCAAAGGACCACAGTACC CCCGGTGGGTAGTTTCCATA Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000135672  GTTGTCGTAGGCGACAGCA ACGGGATGAGGTGAAAACAT Si/Si HRM 2:13
MDP0000139971  AATGGGGCAAAGCATCTGTA CGGAAACTGGTGAATGCTCT No/ - - -
MDP0000141008 AATGGGCACCGGTATGAAG GGGAGATCCAGGATGGGTAT Si/Si HRM 6:84
MDP0000142642  AGAGCGGGTCCTTCTCGTA CTCTGCTTTGCCTCAACCTC Si/Si HRM 6:45 - 6:49
MDP0000144421  ACGAGGGAATCTGAAGGTCA  TCCGACGTGGTTGGAAGATA Si/Si HRM 7:35
MDP0000144996 CTGGTGGGCTCTTGGTATTC GCAAAGAGAGGCACATCGAG No /- - -
MDP0000146698  AGCACCCTGTTGGCTTACAA TGCTTCCTTGATTTCATCCC Si/Si Seqlienciacio 3:49
MDP0000148778 CGCTTGTTAGAGTTGCTGGA TTTACAGGCACAACAATCGG No /- -
MDP0000148820 CTATCTGCTGGTGGAATGGA CTCTGGCTTGCCACTAATGA Si/Si Seqlienciacio 6:25
MDP0000151762  AGCTATGGTGAACATGTGGG  TTCATTTCGCAAGAAAGCCT Si/Si Seqlienciacio 5:21
MDP0000153584  AAATTGGCCAAGAAAGATGA CAGTCCCGACCAAGGACTC Si/Si HRM 3:12
MDP0000154828 TATCTCATGACGGGTAGGGG  ACCCGATTTCGTGATGCTAA Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000155799  CCAAGGGTCCCTGATGCTAC GTGCAGTTCTGCAGCAGGT Si/Si HRM 5:21




Marcador Encebador directe (5'>3") Encebador revers (5'>3") Amplificacid /  Métode de deteccid’ Posicié al mapa del
polimorfisme presseguer’
MDP0000162236  CAAAGGGCAGGCGTTACAT CGAACCACAGAGAGACGAAG Si/Si Seqlenciacio 5:21
MDP0000170069 GAAACCCCTACAGTTGGGAA GATGATTATGGCAAACCCGA Si/Si HRM 8:41
MDP0000170872 TGTGAGAGACATCCAAGGGA  ACTTCTGCATCGTCTGCAAG Si/ No HRM -
MDP0000181224  ACTTCACGGCCTTCTGACAT CGGCAACCTCCTGAAGAAAT Si/Si HRM 7:25-7:31
MDP0000182255 ATTACCGAGACCCCTTCCTG TCTTTCTTCGATCAACCCCA Si/Si HRM 2:45
MDP0000182948  GTTAGAGGGAGCTCTGGCG GCTCCAATGCATAAAATTGC Si/Si Seqlenciacio 7:71
MDP0000183819  AACCGTACCCGGATCCAT TCTCCGGCAAAGATCGAG Si/Si Seqlienciacio 1:28
MDP0000187312 CCCCATCAACAGACTCCACT GGCATTCATGTTCTGGCTG Si/ No HRM -
MDP0000188396  TTGATATTTGGTGCCACTGA GGGGGTTCCCAAACCTTAAA No /- - -
MDP0000190478  GCGAGAGGCTTTGTTGAATC GCAGATGATGCTCTCAGTCG No /- - -
MDP0000191034 CTCCAGGATCAAGCTTCCTT CTTCCTGTTCTCCTTGCAGC Si/Si HRM 4:18
MDP0000191110  TTATGGGCGGAAGGTCAAG CAGGTTCCTCCTCAAGTGAA Si/Si HRM 1:34
MDP0000191398  AGGGATGGGACTTGAAGTTG  AGTCTCGCTGAGCTTGGACC Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000193639  GGCATTCTCCGACAGACATT AGAGCCTGCAGTCGTTTCTG Si/Si HRM 8:41
MDP0000194146  GCTGGACAGTTTGTCATGGG  TTCATCCTCAGTCACCCACA Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000194340 AGCACCAAGGTTCCAGAAGA GAGAGGCGAGGTCATCAAAC Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000195064 CCTAAAGGTGGACGTGGATG  TGCTTGGCAACTTTGATCTG Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000195885 TCCCAGTTGTTGACTTGAGC TGCGACCATTTCCTTAAACC Si/Si HRM 4:18
MDP0000199386  GATCGTCTCCTGTCCCTTGC CCATGCTTTATGCAAGCTGT Si/Si HRM 1:14
MDP0000204066 = ACGTACCACTCGCAGGTGA GCATAAGAACGGCAGCCTC Si/Si HRM 1:14
MDP0000215372  GACCTATGCCCAAGTTGCAG TTGGTGACTTCGCTTGATTT Si/Si Seqlienciacio 6:25
MDP0000217690  AACCCCAACAAGAAGATCGG CCCACATTTAATCCTGGGCT Si/Si Seqlienciacio 7:31




Marcador Encebador directe (5'>3") Encebador revers (5'>3") Amplificacid /  Métode de deteccid’ Posicié al mapa del
polimorfisme presseguer’

MDP0000217948  CTTGCTGCAATAACAGGTCA ATTCTGAGTGGCAAAAAGCA Si/Si HRM 3:12
MDP0000220005 GTCCTTTGCTGGGGCATC TGTCCGGTGTTTCCTGTCTA Si/Si HRM 8:41
MDP0000221809  GGCTTGTTTACAGGGGTCAC CCCAGCTAGTCCATTAGCCA Si/Si HRM 3:49
MDP0000222098  ACCGACCCTTCATCAGGAAA AACTGCAATTGACTTCGGCT Si/Si HRM 7:25
MDP0000225700 GATGTCTTGCGTGAATTTGC ATTTCCAGCAAGGGTCGG Si/ No Sequenciacio -
MDP0000230768  TCAAGGCTGCTAGCTTACCC CATGTTTTGTGACAGGACCC Si/Si HRM 2:50
MDP0000231818  CATTTCACCACCATAAGGCA CAACCCCAACCACCTTAATC Si/Si HRM 4:46
MDP0000233179  GGGCACTGCATGGAAGTAGA  AATTCAAACCCAAGCAACTG Si/Si HRM 4:18
MDP0000234499 GGAGCACACTGAATGAGCC GGAGCTGGTGGTGTGTTACC Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000235846  CTCACCAAGTACGGGTCAGA CGTTGCAACATACCCATCAG No /- - -
MDP0000237026  CAGCATGAATCCAATGTTGA TCTTGGTCGTGGTCCTTTG Si/Si HRM 6:39
MDP0000238726  ATAAAATGCATGCACGAGGA CTTGCAAGCATAGGGAAGC Si/Si Seqlienciacio 2:08
MDP0000238936  GACCACATTGCGGATGATT CTCCGTAAGTATCGCTTGGC Si/Si Seqlienciacio 6:80
MDP0000240778  GTACTGCAAGAAGCACGTCG CTTCACTCAAAAGCCCATTG Si/Si Seqlienciacio 1:50
MDP0000242477  CTGGCCAAGAAATACCATGC ACAGCAACTCCCATGCAAAG No /- - -
MDP0000244366 = CACAGGAGGCTGGGATAAAA  ATCGACAATGCACAGACCG Si/Si Seqlienciacio 1:73
MDP0000245813  TCACCGGAGTAAAGTCCCAA TGTTCTCCAAGCAGTCATGG Si/Si HRM 3:14
MDP0000255361  TGTCTGCCACCTCAAGTGAT TGGCACTCGGAATTTAAACA No/ - - -
MDP0000255806  CCAACTGGTGTTGGGAAATC TCTGCCCTTGCTGTCAGTC Si/Si HRM 5:21
MDP0000257364  CAAGACAAAACCTGTCGGAT CCGGTATCGGCCATACTCTA Si/ No HRM -
MDP0000257814  GACTGGTGCCCTACTGGGT ATCATCTCCCTCAGCGGACT Si/Si HRM 1:78
MDP0000258088 AGGAGTTGGCACAGGAAATG  AACTATTGGCATCGACCCAT No/ - - -




Marcador Encebador directe (5'>3") Encebador revers (5'>3") Amplificacid /  Métode de deteccid’ Posicié al mapa del
polimorfisme presseguer’

MDP0000258781  TGGAAGTGGTTTCCCCCT CCAGGAAATATTGCTCCCAG Si/Si Seqlenciacio 1:34
MDP0000266406 = GTGAAATACGACGACCCGTT CAGATCCATACCCGCCATCT Si/ No HRM -
MDP0000271244  GGGTCGCTATTGAGGGAAA GTCACTGGCTGCCTTCAAAT Si/Si HRM 1:50
MDP0000271291  GCAGCATGAAGAGAACAAGG CTCCGCTTCATTGCAGCTT Si/Si Polimorfisme en la longitud del fragment 4:46
MDP0000274009 GGGTCATGAACGTGGTCTCT TCATGCGAACCTCCCACT Si/Si Seqlenciacio 4:63
MDP0000278207 CTGCAAGAGCATCCACAACA TTTTTCTTGGTGACGTCGTT No / - - -
MDP0000279221  ATGAGGAGTGGCCAGAAGAA  ACTCGACCACGAGCCAACT Si/Si Seqlienciacio 4:18
MDP0000283542  AACTAGGCGCGCAGGATT TTTCTCCAATGCACTTTTCC Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000284209 AGGTCCAACTCTGTCGTGCT CTGCAATCTGATCATCGGC Si/ No HRM -
MDP0000284515  GCTATGTCCTCCGCCACTT GTCCCTCAGGGTTCAAGGTT Si/Si Seqlienciacio 1:50
MDP0000286029  AAGTGGTCAGGCGTTTCTCT CATACTCTGGCATTTTCCCA Si/Si Polimorfisme en la longitud del fragment 1:78
MDP0000287300 TCACTTCCTGGTGGAGCAC TCCACACCGATATCTGCTCA Si/Si Seqlienciacio 5:04
MDP0000288136  TCATCTGCCTCCTCCACTCT GCTCGAAGTAGCATCGCC Si/Si HRM 4:18
MDP0000290370  ACAACAATTTGTGCCAGTGC CCAAAGGGTGGCATTTTTC Si/Si Seqlienciacio 3:49
MDP0000290422  GAATGACCGGAGATGGTGTT  TCAGGACAGCACTGACAATC Si/ No HRM -
MDP0000290669  GTGCACCCTTGTTGCCTT CCTTCGAAGACCTCGCTGTA Si/Si Polimorfisme en la longitud del fragment 6:56
MDP0000291218 TCACCAGGCTACCTCACTGG CAACAGCATCCCAACAACAC Si/Si Seqlienciacio 5:42
MDP0000291654 TCAAAGCGAAAGCCTAGTGG TAATCGCTCTGCAAATGACC Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000293008 CGCCGAGAGGAAGTTCATT GCTCCGTAAGGGACCTCAGT Si/Si HRM 1:73
MDP0000293033  AGCATGGTTGCTGATGTTCA GAATGACTGACCGCCTGC Si/Si HRM 8:11
MDP0000293986  GCCCCCTTCTTCCTTACAAA TTCCTAAACCCAAACGGGAT Si/Si HRM 1:14
MDP0000294178  GAATTTCTCCGATTTCGACG ACAGTAGGGAAACCCTCGAC Si/Si HRM 6:25




Marcador Encebador directe (5'>3") Encebador revers (5'>3") Amplificacid /  Métode de deteccid’ Posicié al mapa del
polimorfisme presseguer’

MDP0000297803  GGCTTGTTTACTGCTCAGCC ACTCGCTCTCATTGTTCCTC Si/Si Seqlenciacio 6:45
MDP0000298408 TTGTTTCTCGTTCCTGGCA CTTCATTGGTTGCAAAGCTG Si/Si Seqlienciacio 8:60
MDP0000299357  CATCACAGACAGCTTGGAAA ACTGCATAACCCCTCAAGC Si/ No HRM -
MDP0000301367 GGGACGTTTGCAAATCACTG CGCCTCACAGCTACCCTCTA No /- - -
MDP0000301950  AATGTCTCCAGGAAATCCCA CAAATCAATGACCCCCACC Si/ No Seqlenciacio -
MDP0000303241 TGGCAGTTGGGCAGTTTT GCAAGAGGCCTAAGCTAGTG Si/Si HRM 3:49
MDP0000307555 GATCTGGTGTCCCTGATGCT GGCCTTGCGTGCTATATCTT Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000308104 CCAATTCTCACAAAACCGC AGTGCACGCAATTCGAAAG Si/Si HRM 1:15
MDP0000311522 CCAACGTGACGAGCAAGAT GATCAAATAGGGTTGCCTGG Si/Si HRM 7:48
MDP0000315021  TCGACCTCCAGATCAACTCA TGAGAGCAACAAGGCCACT Si/Si HRM 1:14
MDP0000316092  GCGTTGAGGAAAGAGCCTAT CAGGGACACCTTTGGTTGC Si/Si Seqlienciacio 8:60
MDP0000317051  CCTTGCAGCTCTGATCTTCC AGAAAGGCCGTGAAGAATCC Si/ No HRM -
MDP0000318208 GGCCACTTTGATGGGTGAGT  ACAGACCACCATCCTCTTGC Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000319777  AATAGTCTTCTTTTGCGGCG AGCCTGCCTAATATGCTTCA Si/Si Seqlienciacio 1:15
MDP0000319817 TCCTCGATTTGAGGCTCACT AACAGCTCCAAGTCACCAAT Si/Si Polimorfisme en la longitud del fragment 8:41
MDP0000319973  CATACCCTTTGGGGACATCA CCTGTTCACCACCCTTGATT No /- - -
MDP0000320356  GGTCGTGGTGGTTACTATGG  GGTCAATGAAAGGAGTCCCA Si/ No HRM -
MDP0000321891  GCAACATTTGGCAGAGAATG CTCTCCCTTTGGTCACTGCT No/ - - -
MDP0000321903 TGTGCACATGCTGCTGCT TAACATATGGCAGCGACCAC Si/ No HRM -
MDP0000323611  AACCCCAACAAGAAGATCGG CCCACATTTAATCCTGGGCT Si/Si HRM 7:31
MDP0000324398  CCTCCCACCAAGACACAAAT TGGGACATCTCCAACAAGC No/ - - -
MDP0000370712  CACGCCAACTTCACCAACTA GCTGCCCTTCACATTATCG Si/Si HRM 7:31




Marcador Encebador directe (5'>3") Encebador revers (5'>3") Amplificacid /  Métode de deteccid’ Posicié al mapa del
polimorfisme presseguer’

MDP0000375455  CAACGCTTACGGCTTCTGAT AAATTTCCTCATCGTGCCCT Si/ No HRM -
MDP0000387626  TGTCGCCAACTGATTCTTCA GGAGGTTTCTTTCCTCCACA Si/Si HRM 1:87
MDP0000398831 TCCAGATGAGATTGCAAAGC TCAAAACCACCCTGATTTCT No / - - -
MDP0000410984 AAGGACTACCGCAACATGGA ATGTAGCCATGTCAGCTCCC Si/ No Seqlenciacio -
MDP0000411779  ACAAATTGTTCTCCTCCCCA GGATAATGCCCTCTGGCG Si/ No HRM -
MDP0000411929  CTCCTATGGGCCGTGCTC CTTGTACTCGAAGCTGGGCA Si/Si HRM 2:08
MDP0000414898  GCAAGGGGACATGTTGCT GGATCCTCCTCGACACCAG Si/Si HRM 1:73
MDP0000416706  GAAGCAGCTGAAAGAGCTGG  TCGGTGAAATCTGCATCAAT Si/Si HRM 1:14
MDP0000429824  GAGCTTCACTTAAAAGGCCA CATTCTCCAGCCGCCTTCT No /- - -
MDP0000448752  AGACGGGGACTTTGCTGAAC GGATCAACCCTCACCCATAA Si/Si HRM 2:08
MDP0000466557  CTCCCCCACCGAGCTAAT CCTGCTCCAAACGGAAGTAG Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000475073  CAACGGCAAAGTTGTCCC CCGATTGTGGTTCCAGAGAC Si/Si Seqlienciacio 2:13
MDP0000500656  ACCTCTTCAAGGATCCAGCA TCCTCTCCCTTCCCATATCT Si/ No HRM -
MDP0000521934 CGGTTCTGAAGGGGACTTG CCATTGCTGCTGTTGATGTA Si/Si HRM 1:50
MDP0000522218  CAACTATGCTTTTGGTGCAG AGTGATTCAACACAGGGTCG Si/Si HRM 7:71
MDP0000527695  AGGCAGGAGGAGAGTGCCTA  GTTTGGTGTGACTGTGTGGC Si/Si Seqlienciacio 6:80
MDP0000530903 AGCAGAGGAGGCACAGGAAG  CAGCACTCATGGCTCTCTCA Si/Si HRM 5:08
MDP0000531313 CCATCGAGTGGCTCCTCC TATGGTCGGAGGTGGTGGT No/ - - -
MDP0000536732  ATGAAATGATGGAGGATGGG  TGAGCTTCATAGCCTCTTGG No/ - - -
MDP0000545425  CAGCAGTATACGGCAGCATC TCTAACAGGGCCTTTTGCAG Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000547069  GAATGCCAATGCAGGTAATG TTGGCGTTTGGGTTAAACAT Si/Si HRM 6:80
MDP0000568273  GCTAGCTGCATCTTTGGGG GCAATAAGGTGTGTGCAAGC Si/Si HRM 6:74
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Marcador Encebador directe (5'>3") Encebador revers (5'>3") Amplificaci6 /  Métode de deteccid Posicié al mapa del
polimorfisme presseguer’

MDP0000580952  GCTAAGGCATCGAAACATTG ATCCTTGCCAACCCGAAAT Si/ No Seqlenciacio -
MDP0000586151  TGCTTCATCACCATGCTCTC GCCTTTCTCTTTCAACCACG Si/Si HRM 8:60
MDP0000588193  CCCTCCTCATTTGGGCTT AGCTGATGGCATAAAGGTGG Si/Si HRM 3:06
MDP0000659511  ACTGCTCAGGTTTTGTTGGG AGACAATGGGCCTCCCTATC Si/ No Seqlenciacio -
MDP0000661325  AATGGAGGTGCAGAACCTAA CTCTTCGGAAACCTCCTTCC Si/Si HRM 2:28
MDP0000661533 TACGACTGCGTTTCATCCC CATCTCCACACTGCGAACAG Si/Si Seqlenciacio 5:04
MDP0000661960  AGGAGTTCCATACCCCAAGC CGGGATTTATCGGTGCAGTA Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000680183  ACCCTTTGATGGACTGGGTT ATCTCAAAGCAACCTCTGGC Si/ No HRM -
MDP0000683905  CTCACTCACCGGAAATCGTT AGATCAGGCTTCTTCCTCGG No /- - -
MDP0000690031  TCCTCAAGTTTCAAATCGCA ACTGATGCGCCAGTCTTTTG No /- - -
MDP0000709066 = GACGACTCAGAGCCGCCTA CTTCATGAGTTGGCTCCTCG No /- - -
MDP0000713493  GAACACCTTCCTGCAGTACC CTCCATTAAATCCTGACGGC No /- - -
MDP0000722943  CAACAGCTCCATCATCCTCA CAGGGGTTGAGCATTGGATA Si/Si HRM 2:28
MDP0000734607 GGAAGTTGGCTTCAACTGGA CACAAGCCTTAAAGACCCTG Si/ No HRM -
MDP0000778016  CAGGATTTCTGCAGACAGGT GGCAATCTCAACAGGGAAAC Si/ No HRM -
MDP0000788934 CACTTTGCCCTCAGCCAG GGAGCGGCTTAAGGATGAT Si/Si HRM 5:21
MDP0000794663  GTTACATCTGTGTTCCGGGC AGAGATGGAAGCTGCAAGGA Si/Si Seqlienciacio 5:46
MDP0000821787 GTGATGGAGGGGCTACCG AATCCTCAACAACGACGCC Si/ No Seqlienciacio -
MDP0000822588  TTTCTCCTTCAGACCTGCTC TTTGCATTGACTTTAGGCCA Si/Si HRM 6:65
MDP0000828015 TCTGCACCCAAACCAAACTT CCGACTCCAAGCTCACATAA Si/Si HRM 3:49
MDP0000849292  ACTTCTCCCGCCTCTCTCTC TCTGAGTAGCCATTCTTGGG Si/Si HRM 1:14
MDP0000877582  CTCACGCAAGACCTTCATGG ACTCCATGGTGGTTCACTGG Si/Si HRM 1:78




Marcador Encebador directe (5'>3") Encebador revers (5'>3") Amplificacid /  Métode de deteccid’ Posicié al mapa del

polimorfisme presseguer’
MDP0000936748 GCAAAGTGGCCAATGTCAA TGGTGTGTTGCTGCTCTTTC Si/Si HRM 4:18
MDP0000950533 TTGGCTGCATGAAAGTGTTG CCCCTACAGGTTGCAGTCAA Si/ No HRM -

YHRM = High Resolution Melting.

2 Terminologia de la posicié al mapa de bins tal com a Howad et al. 2005.









