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RESUMEN

Las manzanas son uno de los principales productos fruticolas en climas
templados a nivel mundial, y Chile no es la excepcion. Sdélo en la temporada 2005/2006
se exportaron 716.000 toneladas, ubicandose en el segundo lugar en exportaciones

fruticolas detras de la uva de mesa JAsoex N°34. 2007].

Esto ha aumentando el interés por un sistema de identificacion varietal que
permita la proteccidon de los derechos de propiedad intelectual y la correcta
comercializacion de los distintos cultivares. Al igual que en otras especies, esta
identificacion tradicionalmente se ha basado en la observacion de caracteristicas
morfolégicas y fenotipicas, método de dificil aplicacién debido al gran nimero de
cultivares existentes (miles por cada especie frutal) y ademas de la aparicidn de
cultivares que son clones de una variedad original. Todo esto ha llevado a la blisqueda
de nuevos métodos de identificacion utilizando analisis directo del genoma de estas
plantas mediante el uso de las herramientas disponibles en biologia molecular.

Una de las herramientas mas utilizadas son los marcadores moleculares que se
destacan por su alto polimorfismo, su codominancia y su abundancia deniro del
genoma, lo que los hace candidatos ideales para los estudios de identificacién de

cultivares,

En este estudio se utilizaron los marcadores moleculares de tipo microsatélite
(SSR) y S-SAP. Con ellos se estudié una coleccion de 56 cultivares de manzanos,
integrado por lineas de origeh genético y clones derivados por mutaciones de estas
mismas u otras variedades. Esta coleccion se estudio con 17 marcadores de tipo SSR,
identificando una combinacién de sélo 3 marcadores que permite diferenciar los
cultivares de origen genético (no clénales). Para intentar diferenciar las variedades de
origen clonal de los grupos ‘Gala’ y ‘Fuji’ se usaron 16 combinaciones de partidores de
S-SAP, no lograndose obtener diferencias consistentes que ayudaran a la identificacion

de estos cultivares.




ABSTRACT

Apples are one of the major fruit produced in tempered climate countries and
Chile is not exception of this. Only between the 2005/2006 season, Chile exported
716.000 tons of apples, placing this fruit only behind table grapes in Chile's
exportations.

The main goal in the apple industry is the development of identification tools that
protect exclusive rights of cultivars propagated around the world. Traditionally, the
identification process in different species consists in observation of morphological and
phenotipical traits. However, this method proved to be unsuccessful because of the
large numbers of cultivars in the market and the slightly differences seen between
closely related cultivars {e.g “clones”). In the past few years molecular tools as been
used for identification purposes in plants.

Molecular markers are the most popular tools because of their valuable
characteristics in the identification process like a high level of polymorphism, to be co-
dominant in most cases and to be ubiquitous in the genome, Their unique
characteristics makes them an ideal candidate for this kind of analysis.

The aim of this work is to use two kinds of molecular markers, microsatellites
(SSR) and sequence amplified length polymorphism (S-SAP), in 56 apples cultivars.
This collection have cultivars of clonal and non-clonal origin from diverse sources of
varieties. In this collection 17 SSR markers were used in the analysis, identifying the
non-clonal cultivars, and selecting a combination of three SSR markers capable to
differentiate the whole collection. In the S-SAP analysis, 16 primers combinations were
used with the goal of identify clonal cultivars of the groups ‘Gala’ and ‘Fuji’, but the
differences observed were not consistent or reproducible, not helping to identify those
cultivars groups.




B INTRODUCCION

1.1  Aspectos generales

En las Ultimas décadas, Chile se ha posicionado como un importante productor
de frutas a nivel mundial destacandose principalmente la uva de mesa, manzanas rojas
y verdes, peras, kiwis y carozos. Las exportaciones para la temporada 2005/2006
alcanzaron una produccion de 2,19 milones de toneladas equivalentes a 230,8
millones de cajas, por un valor aproximado de US$ 2.300 millones [Ascex N°34. 2007].

Las manzanas corresponden al segundo frutal en importancia para las
exportaciones chilenas, con 592.412 toneladas (34.328.531 cajas) de manzanas rojas
y 124.433 toneladas (7.081.250 cajas) de manzanas verdes. Aqui destacan
principalmente los cultivares de manzanas rojas de los grupos ‘Gala’ (mayoritariamente
‘Royal Gala'), Red Delicious (‘Richared Delicious’), Fuji y Cripps Pink [Asoex N°34.
2007].

Todos estos antecedentes revelan la importancia de las manzanas para el
mercado fruticola nacional, sin embargo existe un problema clave que tiene que ver
con la correcta identificacion de los distintos cultivares o variedades para su respectiva
comercializacion y la proteccion de los derechos de propiedad intelectual que ostentan
sus obtentores y los viveristas que adquieren los derechos de uso sobre dichas
variedades protegidas (patentadas o registradas, de acuerdo a la normativa de cada
pais). Cabe sefalar que ambos términos (“cultivar” y “variedad”) corresponden a un
material genético singular obtenido por cruzamientos sexuales o por seleccion de
germoplasma silvestre domesticado. Para fines practicos, en esta tesis se usaran
ambos términos como sinénimos, aunque en general, en fruticultura se usa mas
frecuentemente “cultivar’, mientras que en plantas anuales o de propagacion sexual se
suele usar “variedad”. En rigor, una “variedad” tiene una connotacién taxondmica
botanica, considerandosele en ocasiones como sinénimo de sub-especie.

Tradicionalmente, la identificacion de los distintos cultivares se realizaba mediante [a
1




observacion de caracteristicas fenotipicas y morfoldgicas. Sin embargo, se ha hecho
comun la aparicidn de nuevos cultivares con minimas diferencias de fenotipo respecto
de una “variedad madre”. Estos nuevos materiales, llamados genéricamente “clones”,
corresponden usualmente a mutaciones somaclénales que modifican caracteres como
color o forma de frutos. La sutileza de estas diferencias hace que la identificacion de
estos clones sea cada vez mas compleja e incluso en algunos casos imposible. Esto
ha llevado a la busqueda de nuevas formas de diferenciar e identificar variedades, por
lo que se ha masificado a nivel mundial la identificacion varietal mediante el andlisis

directo del genoma de las plantas recurriendo a herramientas de biologia molecular.

1.2  Cultivares de manzanos y variaciones somaclénales

El manzano (Malus x domestica Borkh.) es, tanto por superficie plantada como
por las transacciones implicadas en su comercializaciéon, uno de los cultivos frutales
mas importantes del mundo en zonas templadas. Existe, una gran cantidad y
diversidad de cultivares disponibles de esta especie de polinizacién abierta, que
derivan de cruces generados por programas de mejoramiento y a la aparicion
espontanea de clones (ya sea por mutaciones al azar, influencia del ambiente o por
efectos de otras variables como los elementos méviles del genoma). [GUARINO et al.
2005].

En la actualidad se conocen sobre 7.500 cultivares de manzanos divididos en
dos grupos: manzanas para cocinar y manzanas para postre. Sin embargo, una gran
cantidad de éstos corresponden a clones de una misma variedad, llegando a casos
donde un porcentaje importante (hasta un 70%) de los cultivares ofrecidos por un
vivero esta compuesto de clones mutantes [SANSAVINI et al. 2004].

Se ha descrito en frutales, principalmente en vides, la existencia de
heterogeneidad en las caracteristicas morfolégicas y en el comportamiento agrondmico
de clones pertenecientes a una misma variedad. MARTINEZ DE TODA (1991) estudid
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este fenémeno y concluyd que estas diferencias se pueden organizar en tres grupos,
segln la causa que origina la diversidad observada: clones de origen policlonal,
monaclonal o patogénico. En el origen policlonal los clones proceden de semillas
distintas, pero presentan un nivel de similitud en sus caracteristicas fenotipicas
suficiente para clasificarlos como un mismo cultivar. Para clones de origen monaoclonal,
éstos provienen de una tinica semilla original y las diferencias que se pueden observar
provienen de la acumulacién de mutaciones sométicas. Finalmente, los clones de
origen patogénico poseen diferencias producidas por la infeccion de un patégeno,

como por ejemplo los virus.

En la actualidad, pese al gran nimero de cultivares de manzanos registrados
son solo alrededor de diez variedades policlénales las que controlan el mercado a nivel
mundial [SANSAVINI ef al. 2004]. Estos cultivares pertenecen esencialmente a los
grupos ‘Gala’, ‘Golden Delicious’, ‘Red Delicious’, ‘Jonagold’, y ‘Fuji’. Todos estos
grupos poseen una amplia variedad de mutantes que cada vez han ido ganando mas
participacion en el mercado, relegando casi al olvido a variedades tradicionales,
cultivadas en grandes cantidades en el pasado (ej: "Jonathan’).

La aparicion en las Ultimas décadas de este gran nimero de cultivares clonales
ha ocasionado problemas relacionados con los derechos econdémicos sobre éstos, ya
que muchos son propagados con derechos exclusivos, a pesar de que la gran mayoria
son quimeras y presentan inestabilidad genotipica. Esta inestabilidad significa que,
muchas veces un clon mutante revierte al estado fenotipico de la variedad original,
como se ha visto con [as mutaciones de ‘Gala’.

Todos estos antecedentes hacen imprescindible buscar metodologias que
permitan la identificacion correcta de estos distintos cultivares y de sus respectivos
clones, para lo cual se ha propuesto el uso de herramientas de analisis genetico como

los marcadores moleculares.




1.3 Marcadores moleculares

En el estudio de [a identificacién genética (fingerprinting) y breeding en
manzanos, al igual que para el resto de los frutales, los marcadores moleculares han
resultado ser una opcién confiable y de relativo facil uso. Entre las caracteristicas
deseables de un marcador molecular se encuentran: (1) Ser altamente polimérficos, (2)
ser codominantes, es decir que permitan la determinacion de estados homocigotos y
heterocigotos de organismos diploides, (3) presentar una ocurrencia frecuente en el
genoma, (4) No ser influenciables por condiciones ambientales o practicas de manejo
de campo, (5) ser de facil disponibilidad, (6) ser altamente reproducibles, y (7) ser de
facil y rapido uso para el trabajo de laboratorio [JOSHI ef al. 1999]. Debido a que es
extremadamente dificil encontrar un marcador molecular que cumpla todas estas
caracteristicas, se debe elegir en base al tipo de estudio a realizar, cumpliendo siempre
con el mayor nimero posible de estas caracteristicas deseables.

Hasta el momento la mayoria de estos estudios en plantas han sido realizados
con diferentes marcadores, como son los RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymorphism. NYBOM AND SCHALL. 1990), RAPDs (Ramdomly Amplified Polymorphic
DNA. KOLLER ef al. 1993), AFLPs (Ampiified Fragment Length Polymorphism. GOULAO
et al. 2001) y SSRs (Simple Sequence Repeats. LIEBHARD et al. 2002).

Los SSR son los mas ampliamente utilizados debido a su alto grado de
polimorfismo y a que exhiben una herencia de tipo codominante. Ademas sus
resultados son de andlisis sencillo y rapido. Los SSRs son unidades de 1 a 6 pares de
base de largo que se repiten usuaimente entre 10 y 30 o mas veces, y esta unidad
basica se repite en el genoma comunmente cientos o miles de veces. SZEWC-
MCFADDEN ef al. (1995) fueron los primeros en identificar SSRs de manzanos en
accesiones del USDA-ARS Plant Genstic Resources Unit's core collection de la
universidad de Cornell. GIANFRASCHESCHI et al (1998) describieron 16 marcadores de
SSR con los que identificaron 19 cultivares de manzanos. Mas recientemente, la lista
de marcadores de este tipo se ha engrosado, LIEBHARD ef al. (2002) realizd la

caracterizacién de 140 nuevos SSRs de la especie, lo que ha facilitado no sélo la
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identificacion molecular sino el mapeo genético de la especie con este tipo de
marcadores. En otros casos, se ha usado una combinacion de SSRs y otros
marcadores genéticos. Es asi como KITAHARA et al. (2005), realizaron la
caracterizacion molecular de 42 cultivares japoneses de manzano utilizando 19
marcadores de SSR y formas alélicas de genes de auto-incompatibilidad. A pesar de
su amplio uso y eficiencia para identificar variedades de origen genético, los SSRs no
son capaces de diferenciar efectivamente entre clones somaticos, inconveniente que

es comun para los ofros marcadores mencionados mas arriba.

1.4  Uso de transposones como marcadores moleculares.

Debido a la poca eficiencia en la deteccién de variedades clonales de distintas
especies frutales por parte de los marcadores moleculares mencionados mas arriba
(con excepciones en variedades antiguas; ver por ejemplo a MONCADA, et al., 2006), se
han buscado nuevas formas de generar una identificacién precisa de estos clones. Un
serio candidato para la identificacion de dichos clones es el uso de transposones como
marcadores moleculares.

Los transposones, descubierios por MCCLINTOCK et al. (1948), inicialmente
fueron catalogados como secuencias del genoma de las plantas que carecian de
importancia, asemejandose mas a un parasito que a un elemento clave para el
desarrollo de éstas. Sin embargo, a medida que ha crecido el nimero de estudios
sobre los transposones y su biologia, su percepcion ha cambiado hasta ser
considerados como elementos cruciales en la evolucién de los genomas de las plantas.
Los transposones poseen dos caracteristicas principales, una es la habilidad de poder
moverse de un lugar a otro del genoma y [a segunda es la habilidad de poder aumentar
su nimero de copias mediante estas transposiciones [BENNETZEN ef al. 2000]. Esto ha
llevado a que sean vistos con interés para su uso como marcadores moleculares,
gracias a que cada evento de transposicion produce polimorfismos que pueden ser

detectados usando técnicas moleculares. De esta manera, la ausencia o presencia de

5




éstos en un determinado locus puede ser usado para la caracterizacion varietal,
fingerprinting, estudios de diversidad o filogenia [GRZEBELUS, 2005].

Los retro-transposones son la clase mas distribuida y abundante de elementos
transponibles eucaridticos. Estos se dividen en retro-transposones que poseen Long
terminal repeat (LTR)} y los que no poseen LTR. El primer grupo a su vez se divide en
dos tipos de retro-transposones LTR, los Ty1-copia y los Ty3-gypsy, los cuales se
diferencian en el orden en que estan organizados sus genes. Estos retro-transposones
estan formados por un LTR en cada extremo, sitios de unién y empaquetamiento, y
dominios proteicos donde hay tres poligenes: GAG, POL y ENV. Los retro-
transposones LTR se replican en el genoma de la planta mediante un proceso que
lleva a la sintesis de una molécula de ARNm y la posterior transformacién de éste a
una molécula de ADN lineal doble hebra, gracias a la actividad de transcripcion reversa
y RNAasa H que posee el mismo retro-transposén. Los retro-fransposones que no
poseen LTR son mas simples que los que lo poseen, pese a compartir muchos genes
con estos Ultimos. [KUMAR ef al, 1999]

En manzanos la literatura sobre retro-transposones noc es muy abundante. Sin
embargo, YAQ et al. (2003) encontraron una insercion de un retro-fransposén LTR en
un factor de transcripciéon MADS-box, que ocasiona la produccion de flores sin pétalos
que lleva al desarrollo de un fruto partenocarpico (sin semilla). Por otro lado, SUNAKO ef
al. (1999) identificaron un retro-transposdn que no posee LTR en la regién promotora
del gen ACSI, donde las manzanas de arboles homocigotos producen menos etileno
ocasionando un aumento en el tiempo de duracién del fruto. Ambos retro-transposones
han sido usados para estudios con marcadores moleculares.




1.5  Uso de retro-transposones para la identificacién de clones.

Debido a su ubicuidad dentro del genoma de las plantas, los retro-transposones
son un excelente candidato para su uso como marcador molecular, es por esto que en
la dltima década han aparecido nuevas técnicas que detectan estas inserciones de
estos elementos moviles. Aungue difieren en la metodologia todas se basan en la
utilizacion del PCR o hibridacién [GRzEBELUS, 2005]. Entre las mas utilizadas se
encuentran IRAP (Infer-Retrotransposon Polymorphism), REMAP (Refrotransposon-
Microsatellite Polymorphism), IMP (Inter-MITE Polymorphism), RBIP (Retrotransposon-
Based Insertion Polymorphism) y S-SAP (Sequence Specific Amplification
Polymorphism).

En estudios de mapeo, fingerprinting o estudios evolutivos se han utilizado
IRAP, REMAP y S-SAP. Sin embargo, para esto es necesario conocer y caracterizar
exhaustivamente el retro-transposén. En manzanos, VENTURI et al. (2005) realizé la
caracterizacién y fingerprinting de clones de manzanos, basandose en el retro-
transposon descrito por YAO ef al. (2003). ANTONIUS-KLEMOLA ef al. (2008), utilizé
IRAP y REMAP basandose en un retro-transposon in miniatura para buscar diferencias
entre variedades y clones, no obteniendo resultados positivos con estos Ultimos. De
esta forma, hasta el momento sélo los marcadores moleculares del tipo S-SAP han
sido capaces de discriminar entre clones de manzanos producidos de las variedades
estandar que son comercializadas de forma habitual.




1.6  Hipétesis

Las variedades de manzano (Malus x domestica Borkh) originadas por
cruzamiento sexual presentan niveles de heterocigosidad elevados, lo que se evidencia
en el alto numero de formas alélicas de secuencias hipervariables del tipo
microsatélites. Por el contrario, en variedades originadas por mutaciones somaclénales
el nivel de similitud genética es muy alto, y los polimorfismos mas frecuentes que
pueden servir como marcadores de diferenciacion son elementos moviles del tipo retro-
transposon.

1.7  Objetivos Generales

Evaluar la diversidad genética de manzano representado por una coleccién de
cultivares de manzanos de origen sexual y clonal mediante el uso de marcadores

moleculares,

1.8  Objetivos Especificos

« Establecer un panel de genctipos (cultivares de manzano) como material de
ensayo y validacion, incluyendo variedades de origen genético (hibridacion) y
derivadas por mutaciones somaclénales;

o Identificar las combinaciones de marcadores co-dominantes (SSR) mas
informativos, es decir que presente un mayor polimorfismo, para lograr la
diferenciacion del mayor niimero posible de variedades.

« Implementar el protocolo de S-SAP en base a tincion de plata para el analisis
genético de variedades de manzano.

o Evaluar la capacidad de diferenciacion de variedades originadas por
mutaciones somaclonales (por ej. Familia de cultivares derivados de “Gala”)
usando el método dominante S-SAP.




1. MATERIALES Y METODOS

21 Material Vegetal

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron un total de 56 cultivares de
manzanos. De ellos, 36 muestras fueron colectadas en el jardin de variedades de
Univiveros y 20 fueron colectados en un jardin varietal de Viveros Requinoa. Dentro de
este grupo dos cultivares se encuentran repetidos (‘Galaxy’ y ‘Pink Lady'), ya que

fueron colectados en ambos viveros.

En la colecta de las muestras se seleccionaron hojas jévenes y pequefias,
propias de los brotes. Esta colecta se realizd en dos periodos, diciembre de 2006 (en
Univiveros) y enero del 2007 (Viveros Requinoa). Todas las muestras de estos

cultivares fueron obtenidas desde tres arboles distintos de la misma variedad.

De estos 56 cultivares, doce pertenecen al grupo “Gala”, ocho al grupo “Fuji”,
tres al grupo “Verdes”, tres al grupo “Rojas”, cuatro al grupo “Jonagold” y tres al grupo
“Pink Lady". Los restantes 24 cultivares no pertenecen a un grupo determinado
respecto del resto los cultivares recolectados. El listado de las muestras se puede

observar en la tabla 1.




Tabla 1: Lista de los cultivares utilizados para el analisis de identificacion varietal.
Nombre del cultivar, nimero de la muestra utilizado en el analisis, grupo en el que se pueden
clasificar (para clones de una variedad original)

Mue::.tra Cultivar Nimero ?AG Grupo Procedencia

N correlativo

1 Raku-Raku 162-164 Fuji Univiveros
2 ANA G 173-175 Verdes Univiveros
3 Stamp 177179 Rojas Delicious Univiveros
4 Scarlet Spur 188-190 Rojas Delicious Univiveros
5 ANA 8 194-196 Rojas Delicious Univiveros
6 Excel 197-199 Jonagold Univiveros
7 Bel-el 200-202 Elstar Univiveros
8 Early Auvil Fuji 425-427 Fujl Univiveros
9 Rosiglow 428-430 Pink Lady Univiveros
10 Big Red Gala 431-432 Gala Univiveros
11 Red Jonaprice 433-435 Jonagold Univiveros
12 BF-14 437-439 Gala Univiveros
13 Fuji Normal 440-442 Fuji Univiveros
14 Blazer Fuji 443-445 Fuii Univiveros
16 ANA 12 446-448 Venturia Univiveros
16 Gale Gala 449-452 Gala Univiveros
17 Jubilee 452-454 Fuji Univiveros
18 Smith Gala 455-457 Gala Univiveros
19 African Red 458-460 - Univiveros
20 Pink Lady 461-463 Pink Lady Univiveros
21 Manchurian 464-466 Manzano Flor Univiveros
22 Grany Smith 467-469 Verdes Univiveros
23 Braeburn 470-472 Braeburn Univiveros
24 Tigress 473475 Fuji Univiveros
25 Sansa 476-478 - Univiveros
26 Aztec 479-481 Fuji Univiveros
27 Caudle 482-484 - Univiveros
28 Pink Rose 485-487 - Univiveros
29 Simons Gala 488-490 Gala Univiveros
30 Jonagored Supra 491-492 Jonagold Univiveros
3 Imperial Gala 493-495 Gala Univiveros
32 Jonagored 496-497 Jonagold Univiveros
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Tabla 1. Continuacion.

33 Sun Fuji 499-501 Fuji Univiveros
34 Royal Gala 502-504 Gala Univiveros
35 Galaxy 505-507 Gala Univiveros
36 Pink Gala 508 Gala Univiveros
37 Pink Lady 509-511 Pink Lady Viveros Requinoa
38 Galaxy 512-514 Gala Viveros Requinoa
39 Sunshu 515-516 - Viveros Requinoa
40 Crimson Gala 517-519 Gala Viveros Requinoa
41 Washington 520-522 - Viveros Requinoa
Spur
42 Cordel 523-525 - Viveros Requinoa
43 Spur Gold 526-528 - Viveros Requinoa
Blush
44 Coromon del 529-531 - Viveros Requinoa
Red
45 X3318 532-534 - Viveros Requinoa
46 X4982 535-537 - Viveros Requinoa
47 X6938 538-540 - Viveros Requinoa
48 Cybele 541-543 - Viveros Requinoa
49 Royal Gala 544-546 Gala Viveros Requinoa
N° 4
50 Verline 547-549 - Viveros Requinoa
51 Baujade 550-552 - Viveros Requinoa
52 Everest 553-555 - Viveros Requinoa
53 Sf 92092 556-558 - Viveros Requinoa
54 Early Granny 559-561 Verdes Viveros Requinoa
Smith
55 Delkistar 562-564 - Viveros Requinoa
56 Sundowner 565-567 - Viveros Requinoa
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2.2 Extraccion de ADN

Las extracciones de ADN se realizaron mediante un protocolo [LODHI ef al.
1994] adaptado en el laboratorio de biotecnologia de INIA-La Platina. El protocolo
consiste en moler una hoja pequefia de manzano en un tubo eppendorf de 1,5 mL con
una bolita de acero mediante el uso del robot Mini-Beadbeater™ (Biospec Products),
en el cual se agregd previamente 0,7 mL de tampdn de extraccidén (EDTA 20mM; Tris-
HCI 100 mM; NaCl 1,4 mM, CTAB 2% p/v; pH 8.0), B-mercaptoetanol al 0,2% y 10 mg
de PVP. Posteriormente se incubé durante 30 min a 65°C. Terminada la incubacioén se
agregd 0,6 mL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se mezcld suavemente por
inversién, se centrifugd a 8000 rpm por 15 min y después se transfirié 0,45 mL de
sobrenadante a un nuevo tubo eppendoif de 1,5 mL. A este nuevo tubo eppendorf se le
agrego ¥z volumen de NaCl 5M y dos volimenes de etanol absoluto. Se mezclo y se
incubd por 30 min 0 mas a 4°C. Posteriormente se realizaron dos centrifugaciones, una
a 3.000 rpm por 3 min y ofra a 6.000 rpm por 3 min para precipitar el ADN en el fondo
del tubo. Se descartd el sobrenadante y se lavd dos veces el pellet de ADN con 0.5 mL
de etanol 76%. Entre cada lavado se realizé una centrifugacién a 10.000 rpm por 5 min
a 4°C. A continuacion el pellet fue secado y resuspendido en 100 pL de H.0 destilada
autoclavada, se agreg6 1 UL de RNasa A una concentracion de 10mg/uL y se incubd a
37°C por 30 min. EI ADN fue guardado a 4°C hasta su posterior uso.

El ADN extraido fue cuantificado por absorbancia a 260/280 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UV-160A UV-visible. Ademas, se verifico la calidad del
ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampén TBE 1X. El tampén
Tris-borato EDTA (TBE) se prepara en una solucién stock 10X que contiene Tris base
0,9 M; acido bérico 0,9 My EDTA (Tritriplex [1T) 0,02 M.
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2.3  Microsatélites (SSR)

Se utilizaron 20 marcadores de microsatélites (tabla 2), para el analisis de los
cultivares de manzanos, seleccionados a partir de 140 marcadores desarrollados y
caracterizados por LIEBHARD ef al. (2002). Para su eleccion se consideraron
marcadores de distintos grupos de ligamiento (14 de los 17 grupos de ligamiento) en
base al trabajé antes mencionado. La mezcla de reaccion de PCR utilizada para cada
marcador conté con 5 pL de ADN (5 ng/pL); 1,6 uL de tampoén de reaccion 10X (Tris
100 mM; KCI 500 mM; pH 8.3), 0,5 UL de MgCl, 50 mM; 1,6 pL de dNTPs 10 mM; 1 pl
de solucién mezcla de cada partidor de SSR § pmol/ylL; 0,16 pL de Taq ADN
polimerasa, y 7,3 pL de H,O destilada completandose un volumen final de 17 uL de

reaccion.

El programa de amplificacion de la reaccién de PCR consistid en una fase de
desnaturacién inicial a 95°C por 7 min, seguida de 40 ciclos correspondientes a 40 seg
a 94°C, 45 seg a 56°C (annealing), 90 seg a 72°C (elongacién) y por uitimo una fase
de elongacién final por 10 min a 72°C.

En la tabla 2 se muestran los marcadores de SSR utilizados indicando su
secuencia, grupo de ligamiento (GL, grupo de marcadores moleculares o genes que se
conocen estan ligados a un cromosoma. En este caso, cada grupo de ligamiento

equivale a un cromosoma), el tipo de repeticién y tipo de marcador.

13




142

oojw saud pad £l 91L20L09LVOYYVYILO00L OVYOVYYYOOLYOD DLYVYYOYY £0YEoHD
Q0|8 pad 8 2999VOIVYOIDYVILIOVYVY JLD1DIVODLVOLVYOOOOLL 90210HOD
el dul Ll VOOVVVYLVYOODOLODLYOOLY 1Vi10v09L0v¥vD91009vD CLePOHD
20l y1ad 9 YLLIVO1VID99LD.L109D9 YOLDLOVVYVOOLYYOLYYVD Z0PEOHD
29[S yad (A1 OLJLOLVLIOVILOVOLOVOVOVID DLOLOOVIOODOLVYYVYVYIOL BOPZOHD
00[s Jad oL SLID10109019.1¥O00191V DLOVOVYOVOLYOLOVYOVOYDD |  204Z0HD
20|s dwt ot IVOOLLOLIDLYVOVODOLL 091913 1IVILVVIDOVVOL LIOZOHD
J0}s Had S 1¥D310210191019.LY051 2DLDL099111DIVOVVOLL €08%0HD
908 du Ll Q1909L9L1LIVOVLI1IVOVLOY OOVIOOVOLLLOVOLLIOVYY COPEOHD
001 4ad 0] OVVOOVLDOOLIITIND DODVYVYILOLLLOVOVIVLODD BLOHOHD
208 Had Zl QOVIOLODLLLISIISD1D 0OV LIOVOOVOVLLVOVIOY Z0}LOHD
J0Is dun 6 IVOVIIDLODIO0LLIIDIY OL1LIDILLIDVIILLIOVOY €0ULOHD
J0[s piad Gl OVYVYOLOLVIDDOVOOLILOVL JLLOVOVYLVLIDDD9I21D 80PLOHD
J0[s pad Ll LiD9VYVOVOLll 199019V09 DOVODOLOVIDLLOVOVYYVD LOYLOHD
oo said dwoo - LYIVYOOVYVVOLYIDLVOVD OVLOOVYOVIOD1OLVYD 60BL0HD
o0|w said yed 9l YOOVILOVIVIDOVYIVODIVD JLVVYVYD.LOLODIVOVYOVOOVY $02G0HD
20[8 Had € 11901 L 19VODLYYVYOOLLLLL 922.LYVIOVVYYILLYOOVY LYY 206€0HD
oo|w said Hed L LyOLlvI0911V100.L0901Y 911 19910 IYVVYOYIVVIOOOV G09#0HD
Sl Hed 14 JDLODLOVIVILOVYYYVOOL IVYDIVYYOOLYIOLYIODL qZ0020HO
0|8 dwoa Z D999J0LYOLOVOVOYVLLYDLD YVYYIOVIVYVVYVOOVLLLDDLD 0LPEOHD
Jopeolew uojonadal {.c~.g) osional (.c-.5) o10ad1p
odiy, odi] 1o Jopiued eipuanoeg Jopiued ejouanoag 8iquioN

"(zooz) ‘e 1

pIeygal] ap soplusiqo sasopessely (oojw sald = snoo| ynw sjuswsjqiunsald ‘oojs= snoo| sifurs ) Jopestew ap odi A (dwi= ejoapedwl
'dwiod = eysandwos ‘ad = ejoeued) ugoeadas ap ody ‘HSS [@ Boign 9s apuop (19) ojusiwebi| op odnib ‘osisass A ojoaup salopiied ap
BIOUBNODS ‘10pE3IBW BPED 3P 2IUWION "SOUBZUERUI 9P S2IBAIND 96 SO| 9p uoidedyyuap| ] eled sopezinn sYSS op B)si] 'Z e[qe],




2.4  Amplificacién de polimorfismos de secuencia especifica (S-SAP)

Las reacciones de S-SAP fueron realizadas a partir del protocolo de WAUGH et
al (1997).

2.4.1 Digestion de ADN gendmico

En este protocolo el ADN total es digerido con dos enzimas de restriccion,
Msel (corte frecuente) y EcoR! (corte poco frecuente), al mismo tiempo, donde se
utilizé una mezcla de 100 ng de ADN gendmico; 1,0 uL de tampén EcoRl; 0,3 pL de
Msel (10U/uL); 0,3 pL de EcoRI (20 U/pL) y se completd con H,O destilada hasta
alcanzar 10 pL de volumen final. La digestién se realizé por dos horas a 37°C, se agité
suavemente en vortex y luego se continlio la digestion toda la noche a 37°C.
Finalmente, se detuvo la digestién por denaturacion a 70°C durante 15 min.

2.4.2 Ligacion de adaptadores

Finalizada la digestion se procedié a ligar adaptadores especificos para los
sitios de corte producidos por Msel y EcoRI, que sirven de ancla para las posteriores
reacciones de amplificacion que finalmente completan [a reaccion de S-SAP.

La mezcla de la reaccion de ligacion se agregd en el mismo tubo eppendorf de
0,6 mL en el cual se realizo la digestion y consiste en 1 pL de adaptador Msel; 1 pL de
adaptador EcoRl; 0,5 pL de T4 DNA ligasa (1 U/pL); 2,0 uL de tampon 10X (Tris 100
miM; KCI 500 mM; pH 8.3) y 5,5 pL de H.O destilada, hasta completar un volumen de
10 L de reaccién de ligacion.

Los adaptadores utilizados fueron [os siguientes:
Msel: 5 GACGATGAGTCCTGAG 3’ EcoRl: 5 CTCGTAGACTGCGTACC 3'

5' TACTCAGGACTCAT 3' 5 AATTGGTACGCAGTCTAC 3
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24.3 Pre-amplificacion (S-SAP +1)

Una vez completada la ligacion se preparé una reaccion de pre-amplificacion,
también llamada S-SAP +1 en referencia a que se agrega a los partidores utilizados en
el PCR una base extra selectiva que disminuye el nimero de fragmentos a amplificar.

Se utiliza esta reaccién ya que los retro-transposones, debido a su abundancia
en el genoma, presentan un nimero muy elevado de copias generando en el PCR de
S-SAP un numero de fragmentos amplificados demasiado abundante y de dificil
manejo. Con esta pre-amplificacién se reduce el niimero de bandas para la reaccion
de PCR final de S-SAP y se enriguece la muestra con fragmentos de tamarfios mas
pequefios (menor a 1 Kb) facilitande su visualizacién (Rico, 2005).

La reaccion de pre-amplificacién contiene 2,5 pL de producto de la solucion de
ligacion; 2,5 L de tampdn 10X (Tris 100 mM; KCI 500 mM; pH 8.3); 0,75 uL de MgCl;
50 mM; 2,5 pl de dNTPs; 0,25 UL de Taq ADN polimerasa; 2,5 UL de partidor Eco; 2,5
UL de partidor Mse y 11,5 pL de H,O destilada.

El programa de PCR de la reaccién de pre-amplificacion consistio en 2 min a
72°C, 20 ciclos consistentes en 20 seg a 94°C, 30 seg a 44°C y 2 min a 72°C.
Finalmente, un ciclo de 30 min a 60°C. Posteriormente se prepard una dilucion de
trabajo 1:50 que se almacend a -20°C.

Los partidores utilizados en la reaccion de PCR S-SAP + 1 fueron:
Eco + 1: 5 GACTGCGTACCAATIC 3’ Mse + 1: 5 GATGACTCCTGAGTAA 3’
244 Reaccion de amplificacién (S-SAP +3)

La reaccion de amplificacién es similar a la que se realizé en la etapa de pre-
amplificacién, con la diferencia que se utiliza un solo partidor que reconoce un sitio de
restriccion (EcoRl o Msel) y un partidor de un retro-transposon. Ademas, los partidores
de enzima de restriccion utilizados contienen tres bases selectivas para disminuir el

numero de fragmentos de [a reaccion final.
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Para el analisis de S-SAP, se realizaron 16 amplificaciones en total utilizando
un partidor basado en enzimas de restriccion (Msel) y un partidor de retro-transposén
(lamado LTR). Se utilizd un parlidor de retro-transposén (LTR1 5
GCAATTTCGTTCATTCACAG 3') el cual fue disefiado por VENTUR! ef al. (2005), a
partir de la tinica secuencia disponible de retro-transposén de manzanos (secuencia
GenBank AJ291492, YAO el al. 2001).

La reaccion de amplificacién contiene 1,0 pL de producto de pre-amplificacién
diluido (1:50); 1 pL de tampoén 10X (Tris 100 mM; KCI 500 mM; pH 8.3); 0,3 pL de
MgCl, 50 mM; 1 gL de dNTPs; 0,1 pL de Tag ADN polimerasa; 1 pL de primer Mse
+3; 0,5 pL de primer LTR y H,O destilada para completar una volumen final de 10 pL.
El programa de amplificacion consistid en 20 seg a 94°C, 10 ciclos de 30 seg a 54°C, 2
min a 72 °C disminuyendo en -1°C por ciclo. L.uego continud una etapa de 20 ciclos
con 20 seg a 94°C, 30 seg a 44°C y 2 min a 72°C. Finalmente, la amplificacion
concluye con 30 min a 60°C. Las muestras se almacenaron a -20°C o a 4°C si se
realizaba inmediatamente su visualizacion.

La tabla 3 indica las secuencias de los partidores utilizados en las reacciones
de PCR S-SAP + 3.

2.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAA)

Los productos de PCR tanto para SSR como para S-SAP fueron analizados
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAA) desnaturante al 6%. Este gel
consiste en dos vidrios templados, uno sin pestafia que va a servir de base para el gel
y que es donde finalmente el gel queda adherido, y otro con pestafia que sirve para
formar la estructura que va a contener el gel durante el tiempo que dure la
electroforesis. Esto implica una preparacion diferencial de ambos vidrios antes de
agregar el gel, ya que de esto depende que sélo un vidrio quede con el gel adherido.

El vidrio con pestafia es lavado con etanol dos veces, se deja secar y luego se
le agrega 350 1L de Repel Silane® (evita que el gel se pegue a este vidrio) el cual es
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Tabla 3. Lista de partidores utilizados en la reaccion de PCR S-SAP +3

Nombre Secuencia Partidor
LTR1 5 GCAATTTCGTTCATTCACAG ¥
Msel + C1 5°- GAC TGC GTACCA ATT C CAA -3’
Msel + G2 5- GAC TGC GTACCAATT CCAC -3
Msel + C3 5’- GAC TGC GTACCAATT C CAT -3’
Msel + C4 5- GAC TGC GTA CCAATT C CAG -3°
Msel + C5 5-GAC TGC GTACCAATT C CCA -3
Msel + C6 5°- GAC TGC GTA CCAATT C CCC -3’
Msel + C7 5’- GAC TGC GTA CCAATT C CCT -3’
Msel + C8 5. GAC TGC GTACCAATT CCCG -3
Msel + Cg 5- GAC TGC GTACCAATT CCTA -3
Msel + C10 5’- GAC TGC GTACCAATT C CTC -3’
Msel + C11 5- GAC TGC GTACCAATTCCTT -3
Msel + C12 5- GAC TGC GTACCAATT CCTG -3
Msel + C13 5°- GAC TGC GTA CCA ATT C CGA -3
Msel + C14 5« GAC TGC GTACCAATT C CGC -&°
Msel + C15 5- GAC TGC GTACCAATT CCGT -3’
Msel + C16 5- GAC TGC GTA CCA ATT C CGG -3
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esparcido cuidadesamente con un trozo de papel absorbente por todo el vidrio. Para el
caso del vidrio sin pestania, éste es lavado con etanol dos veces, se deja secar y luego
se le agrega una solucion de Bind Silane® (1 mL etanol al 95%, 5 L del adherente y 5
HL de &cido acético al 10%). El exceso de Bind Silane® es removido con etanol
técnico y papel absorbente. Cuando ambos vidrios ya se encuentran secos después
de estos tratamientos se procede a armar el sistema que va a contener al gel, para lo
cual se colocd dos separadores que van a generar un pequefio espacio entre ambos
vidrios y que va a contener al gel de PAA.

La mezcla de PAA consiste en 75 mL de acrilamida-urea al 6% (bis-acrilamida
al 40%, urea 7,5 M y tampdn TBE 0,5X), 80 pL de persulfato de amonio al 20% en H;O
y 80 uL de N,N,N’,N'—tetrametiletilendiamina (TEMED).

A los productos de PCR tanto de SSR como S-SAP antes de ser cargados en
el gel se les agregd entre 8 pL y 12 pL de tampdn de carga desnaturante (28,5 mL de
formamida; EDTA 0,5 M y 30 mg de xilencianol.). A continuacion, se denaturaron las
muestras por 10 min a 95°C y se dejaron en hielo por el tiempo que dure la carga del
gel. La electroforesis de los geles fue realizada en camaras de electroforesis vertical
DNA Sequencing System FB-SEQ-3545 (Fisher Scientific), con tampdon TBE 0,5X.
Antes de cargar las muestras en el gel, este se someti6 a una pre-corrida de una hora
(o hasta que se alcancen [os 50°C en el gel) a 1900 V, 55 mA y 90 W. La corrida
electroforética se realizd en las mismas condiciones y tuvo una duracién de dos horas
para SSR y de tres horas para S-SAP. Finalizada la corrida se procedio a separar los
vidrios y realizar la tincién con nitrato de plata. Esta tincion consistio en sumergir el gel
durante 30 min en 2 L de solucidn de acido acético al 10%(solucién de fijacion), luego
realizar dos lavados de 5 min cada uno con 2 L de H,O destilada, para luego sumergir
30 min en solucién de 5 g de AgNO; en 2 L de H,0 destilada y 3 mL de formaldehido
(solucién de tefiido), y una etapa final donde se revelé en 1 L de solucion con 36 g de
Na,COs; 1,75 mL de formaldehido 37% y una granalla de tiosulfato de sodio anhidro.
El revelado se mantuvo hasta que los amplicones contrastaron lo suficiente en relacion
a la tincién de fondo del gel, tratando siempre de evitar que la tincion de fondo no
permita observar correctamente estos resultados. El gel al retirarse de la solucion de
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fijacién se maniuvo unos momentos en la solucién de acido acético al 10% para de
esta forma detener el exceso de tincion.

2.6 Analisis estadistico

Para el analisis con SSR se determiné para cada marcador el niimero de alelos,
frecuencia de estos, genotipos identificados, y el tamafio estimado en pares de bases.

Con esta informacion se determiné una serie de parametros de interés en el
estudio de los SSR que sirvieron para conocer la efectividad individual de cada
marcador y de estos como conjunto. Asf mismo, de esta forma se pudo establecer
cuales son las mejores combinaciones para una determinacion sencilla y facil de la
identidad genética de distintos cultivares.

Para los analisis de nivel de heterocigosidad se realizaron los calculos de (1)

numero efectivo de alelos (Ae):
Ae = 1/Zpi* ; donde “pi” es la frecuencia del alelo.
(2) Heterocigosidad observada:
Ho = N° individuos heterocigotos/N° de individuos analizados
(3) Heterocigosidad esperada:
He = 1 - 2pi?
(4) Frecuencia de alelos nulos (FR 6 1):
FR(r)=He-H/1+He

Para comparar la capacidad de diferenciacion de cada marcador de SSR, ya
sea de manera individual o como una combinacién de varios de ellos, se utilizd una
formula deducida por TESSIER ef al. (1999), donde se calcula el nimero tedrico de
pares genéticos no diferenciables (Xx) aumentando gradualmente el numero de

combinaciones de marcadores hasta llegar a un nimero donde todos los cultivares
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estudiados son diferenciables. El ntmero tedrico de pares genéticos no diferenciables
se determiné con la siguiente formula:

k
X - ﬂ%_—_l) JICi, donde N es el nimero de genotipos

J=l

estudiados y [N(N-1)/2] es el nimero de pares de combinaciones diferentes entre
genotipos, C; es la probabilidad de confusién de un primer, que equivale a la
probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar presenten identidad en su
fingerprinting.

Para los analisis filogenéticos se trabajé con dos meétodos de reconstruccion
filogenética, un arbol construido con el método de parsimonia y otro construido con el
método de vecino mas cercano, utilizando el programa PAUP [SWOFFORD. 1993]. Se
realizd también, bootstrapping con 100 pseudoreplicas para cada uno de los arboles
construidos con estos métodos.

En ambos métodos los resuliados de los alelos obtenidos para cada partidor de
SSR fueron ingresados como niimeros binarios indicando con 1 presencia del alelo o
con un 0 la ausencia de este. Cada alelo es considerado como un caracter, o sea es

una caracteristica observable de un organismo, usado para distinguir uno de otro.

El método de parsimonia se basa en la suposicion de que el arbol mas probable
es aquel que requiere el menor niimero de cambios, o sea que requiera menor nimero
de pasos para la construccion del arbol para explicar los datos con que se frabaja
[HALL. 2001]. En parsimonia no todos los caracteres son utilizados en la construccion
de los arboles, aqui los caracteres invariantes, que se repiten en todas las muestras, y

los caracteres (nicos, que ocurren en sélo una muestra, no son Utiles para el analisis.

Se obtuvo ademas, una serie de indices que nos indican caracteristicas del
arbol y su construccion, entre estos estan: (1) el indice de consistencia (Cl), que es una
medida de como el set de datos con que se trabaja se ajustan a la topologia particular
del arbol. Aqui la homoplasia [KITCHING et al.. 1998] juega un rol muy importante, ya
que en arboles con poca o sin homoplasia los valores de Cl son cercanos a 1, mientras
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que aquellos gue muestran una homoplasia considerable el Cl tiende a ser bajo; (2) el
indice de homoplasia (Hl), que indica el porcentaje de caracteres similares pero que
evolucionaron de forma independiente; (3) el indice de retencién (RI), que mide la
fraccidn de sinapomorfia aparente (caracter homologo originado a partir de un ancestro
comun compartido por dos o mas taxas) con respecto a la sinapomorfia real; y
finalmente (4) el indice de consistencia re-escalado (RC) que sirve para ver cual es
bajo las posibles peores circunstancias, el nimero de pasos minimo necesarios para

explicar la evolucion de caracteres del arbol construido [WILEY ef af. 1991].

El método de vecino mas cercano (Neighbor Joining) es un método de
distancia, los que consisten en expresar las diferencias observadas como distancias, o
sea que tan cerca o tan lejos. Este método se basa en la utilizacion de un algoritmo
para la construccion del arbol a partir de los datos. Aqui a diferencia de lo observado
en parsimonia sélo se obtiene un arbol [HALL. 2001]. Existen dos métodos de distancia
usados habitualmente, (1) UPGMA, que calcula las distancias mediante un método de
agrupamiento, y el de vecino mas cercano, aunque es este Ultimo a casi remplazado
totalmente a UPGMA en la literatura.

Para cada uno de los tipos de arboles obtenidos se realizé bootstrap, que es un
procedimiento estadistico utilizado para obtener una mejor estimacién de la varianza
paramétrica de una distribucién, que la observada directamente de las muestras
originales. Para esto se utilizan pseudoreplicas, un conjunto de datos creado

artificialmente por re-muestreo, del conjunto de datos reales [KITCHING ef al. 1998]
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Il RESULTADOS

3.4  Analisis de Microsatélites (SSR)

3.1.1 Analisis de genuinidad varietal

Antes de iniciar los andlisis de identificacion varietal de los 56 cultivares de
manzanos recolectados, se procedié a verificar que las muestras obtenidas (3 arboles
distintos) para cada cultivar efectivamente fueran idénticas, garantizando de esta forma
que el material genético proporcionado por los viveros correspondiese a las muestras

por ellos descritas.

Para esto, se estudiaron los patrones alélicos de tres marcadores de
microsatélite (SSR), CH03d10, CH03g07 y CH05e04, sobre todas las muestras
obtenidas (162 muestras correspondientes a 56 cultivares). Estos marcadores fueron
elegidos del grupo de marcadores usados por VENTURI et al. (2005), debido a que ellos
describieron el tamario estimado en pares de bases de los alelos de cada uno de estos
marcadores facilitando la observacién de las muestras. Este analisis informé que en 14
de los 56 cultivares existia heterogeneidad genética, manifestada como una muestra
distinta a las otras dos. De hecho, al verificar que algunas de estas muestras
correspondian a un grupo de cultivares clénales (por ejemplo, grupo ‘Fuji’), los cuales
comparten un patrén genético comun (ver mas adelante), se comprob6 que hasta dos
de las tres muestras de la variedad evaluada no correspondian al grupo clonal. En
estos casos se procedi®é a hacer una segunda colecta de estas muestras, para
chequear si realmente existia un error con las primeras muesiras obtenidas. El
resumen de lo encontrado se presenta en la tabla 4.
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Tabla 4. Lista de cultivares que presentaron problemas en una de las muestras obtenidas

por triplicado
Cultivar N°® muestras erroneas/N® Grupo Remuestreo
muestras totales
ANA 8 1/3 Verdes Si
Stamp 113 Rojas Si
Scarlet Spur 1/3 Rojas Si
Granny Smith 1/3 Verdes Si
Braeburn 113 Braeburn i
‘Tigress' 213 Fuji Si
‘Pink Rose’ 113 - Si
‘Sun Fuji’ 173 Fuij Si
‘Royal Gala’ 113 Gala Si
‘Crimson Gala’ 113 Gala Neo*
‘Spur Gold Blushk' 113 - No*
‘Coromon del Red’ 113 - No*
‘Verline' 13 - No*
‘Delkistar’ 1/3 - No*

*Muestras que no fueron remuestreadas, debido a que sélo se realizo una segunda
visita a Univiveros, y no a Viveros Requinoa.
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Un ejemplo de este andlisis de las muestras en triplicado se puede observar en
la figura 1.

1 2 3 " 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 1. Analisis de identidad varietal de las muestras recolectadas con partidor
CHO05e04. 1: ‘Pink Lady’, 2: ‘Galaxy’, 3: ‘Sunshu’, 4: ‘Crimson Gala’, 5: ‘Washigton Spur’, 6:
‘Cordel’, 7: ‘Spur Gold Blush', 8: ‘Coromon de! Red’, 9: 'x3318', 10: 4982, 11: ‘x6938’.

Realizados los andlisis con los tres marcadores SSR, se eligid una muestra
representativa de cada cultivar para luego ensayar el resto de los marcadores con un

nimero mas conveniente de muestras.

3.1.2 Deteccion de polimorfismos mediante SSRs.

Para analizar las diferencias entre los 56 cultivares, se procedié a observar el
patron alélico de éstos mediante el andlisis de 20 marcadores SSR (ver tabla 2). De
este numero total, los marcadores CH02c02, CH01h01 y CHO1d08, fueron eliminados
del andlisis debido a dificultades en la visualizacién de los diferentes patrones alélicos,
haciendo imposible su estudio sistematico en la coleccion de genotipos elegidos. En el
caso de los otros 17 marcadores se registrd el pairon alélico de cada muestra y se

determiné el famafio en pares de bases correspondiente a cada uno (tabla 5).

En el caso de los cultivares que poseen un origen comdn (“grupo clonal’), todos
presentaron un mismo patrén alélico con todos los marcadores ensayados. Es decir,
los clones de los distintos grupos, “Fuji” (ocho cultivares), “Gala” (doce cultivares),
“Verdes® {tres cultivares), “Rojas” (tres cultivares), “Jonagold” (cuatro cultivares) y
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“Pink Lady” (tres cultivares) no presentaron diferencias entre clones. Por el contrario,
el resto de las muestras de variedades derivadas de cruzamientos se diferenciaron con
relativa facilidad, con numerosos marcadores.

La Figura 2 Muestra los productos de PCR de 45 muestras con el marcador
CHO02b07. Los primeros ocho carriles muestran a los ocho cultivares clonales de ‘Fuji’,
los once carriles siguientes muestran los cultivares clonales de ‘Gala’, el resto de los

carriles son distintos cultivares de la coleccion de estudio.
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Figura 2. Separacién electroforética de los alelos del marcador CH02b07. Con una linea se
indican los cultivares comrespondientes a clones de los grupos ‘Fuji', y ‘Gala’. El resto de las
muestras son distintas variedades de la coleccion.

Orden de las muestras: 1) Raku-Raku, 2) E. Auvil Fuji, 3) Blazer Fuji, 4) Fuji Normal, 5) Jubilee, €) Tigress,
7) Aztec, 8) Sun Fuji, 9) Big Red Gala, 10) BF-14, 11) Gale Gala(1), 12) Gale Gala (2), 13) Smith Gala, 14)
Simons Gala, 15) Imperial Gala, 16) Royal Gala, 17) Galaxy (UV), 18) Galaxy (VR), 19) Royal Gala N°4,
20) Scarlet Spur, 21) N.A, 22) Excel, 23) Rosiglow, 24) Red Jonaprice, 25) Jonagored Supra, 26)
Jonagored, 27) Ana 12, 28) African Red, 28) Manchurian, 30) Granny Smith, 31) Braeburn (1) , 32) Sansa,
33) Pink Rose, 34) E. Granny Smith(1) , 35) Cybele, 36) E. Granny Smith (2) , 37) Crimson Gala, 38)
Pink Gala, 39) Braebumn (2), 40) Pink Lady, 41) Cordel.  Muestra 21 no amplific6. UV = Univiveros,
VR = Vivero Requinoa.

En esta electroforesis se observa claramente como los grupos de cultivares
clénales tanto de ‘Fuji’ como de ‘Gala’ presentaron patrones equivalentes entre si
aunque diferentes entre ambos grupos, haciendo de esta manera imposible la
diferenciacion individual de cada uno de estos cultivares clénales. Sin embargo, para
los otros grupos de cultivares el patron alélico si presentd diferencias, permitiendo
identificar cada uno de estos cultivares considerando la informacién acumulada de
varios marcadores (ver mas abajo).
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Tabla 5. Patrén alélico de los 56 cultivares estudiados. Cada valor indica tamario en pares de
base (pb). ND = no determinado. Los individuos homocigotos para determinado marcador estan
representados con un solo alelo anotado dos veces.

Marcador
Grupo Muestras
CHO03d10 | CHO4e05 | CH03g07 | CHO5e04 | CHO01a09 | CHO1h02 CHO01f02 | CHo1f07a | CHO3d02

Fufi | Raku-Raku | 195184 | 214-188 | 136128 | 177-172 | 222218 | 257257 | 203109 | 224-203 | 257238
Fujii | e Auvil Fuji | 195-184 | 214188 | 138128 | 4774172 | 222218 | 257-267 | 203199 | 224208 | 257-236
Fuii | FujiNormal | 1ss-184 | 214188 | 136128 | 1774172 | 222218 | 257257 | 208199 | 224203 | 257-26
Fuli | BlazerFuji | 195-184 | 214-188 | 136128 | 177172 | 222.218 | 257267 | 203189 | 224-208 | 257-236
Fuji Jubilee 05184 | 21a-188 | 1ssa28 | 177172 | 222218 | 257257 | 203100 | 224203 | 267-236
Fuji Tigress 185184 | 214188 | 136128 | 177172 | 222218 | 267-257 | 203199 | 224.203 | 257-236
Fuijt Aztec 195184 | 214188 | 136428 | 177172 | 222218 | 257257 | 203199 | 224-203 | 267236
Fuji sunFujl | 195184 | 214188 | 138128 | 177-172 | 222218 | 257257 | 203199 | 224-203 | 267-236
Gala | g.RedGala | 194-178 | 1se-tss | 140.128 | 177177 | 218212 | 267247 | 224188 | 203200 | 286-280
Gala BF-14 194178 | 188-188 | 1404128 | 177177 | 218212 | 257-247 | 224-188 | 203200 | 286-260
Gala | gaegala | 194-178 | 188-188 | 140128 | 177177 | 218212 | 267-247 | 224-188 | 203-200 | 286-260
Gala | smithGala | 194-178 | 188188 | 140428 | 177177 | 218212 | 257247 | 224-188 | 203200 | 286-260
Gala | simons Gata | 194-178 | 188188 | 1404128 | 177177 | 218212 | 257247 | 224188 | 203-200 | 286-260
Gala 'mg:,'a'a' 194178 | 18s-188 | 140128 | 177177 | 218212 | 267247 | 224188 | 203-200 | 286-260
Gala | galaxy (Unly | 194178 | 18s-188 | 1404128 | 177177 | 218212 | 257-247 | 224188 | 203-200 | 286-260
Gala | pinkGala | 1s4-178 | 188-188 | 140128 | 177177 | 218212 | 267247 | 2244188 | 203-200 | 286-260
Gala Ga:::g,w' 104-178 | 188188 | 140-iz8 | 177177 | 218212 | 257247 | 224188 | 203200 | 286-260
Gala C’g‘a‘f:“ 194-178 | 188-188 | 140128 | 177177 | 218212 | 257247 | 224-188 | 203-200 | 286-260
Gala | RoyafGala | 1q4475 | 1gs.188 | 140128 | 177177 | 218212 | 267247 | 224188 | 203:200 | 266-260
Verdes ANA B 184-184 | 188-188 166-140 | 168.157 | 218212 | 255-255 228-203 224205 | 260-235
Verdes ‘53’;‘1‘313' 184-184 | 188-188 | 166-140 | 168-157 | 218-212 | 255-255 | 228-203 224-205 | 260-235
Verdes E‘ssrﬁt':l“y 184184 | 188188 | 166-140 | 1es-1s7 | 218212 | 255255 | 228203 | 224-205 | 260238
Rojas Stamp 184-184 | 216188 | 140-138 | 177177 | 218212 | 257247 | 203198 | 224-223 | 238238
Rojas | scarletSpur | 184-184 | 216-188 140-136 177-177 | 218-212 | 257-247 | 203-199 224223 | 236-236
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Tabla 5. Continuacién.

Marcador
Grupo
Muestras | cHo4e03 | CHO2¢11 | CHO2b07 | CHO02d08 | CH03d07 | CHO4a12 [ CHO3h03 | CHMc06
Fuji
. Raku-Raku | 207-207 227-210 108-108 217-217 263-263 196-188 167-167 225-213
Fuji
j E. Auvll Full | 207-207 227-210 106-106 217-217 263-263 195-188 167-167 225-213
Fuji
) Fujl Normal | 207-207 227-210 106-106 | 217-217 263-263 195-188 167-167 225-213
Fuji
. Blazer Fuji | 207-207 227-210 106-106 | 217-217 263-263 196-188 167-167 225-213
Fujt
) Jubilee 207-207 227-210 106-106 | 217-217 263-263 196-188 167-167 225-213
Fuji
! Tigress 207-207 | 227-210 106-108 217-217 263-263 196-188 167-167 225-213
Fuji
: Aztec 207-207 | 227-210 106-106 217-217 263-263 196-188 167-167 225-213
Fuijt
) Sun Fuli 207-207 227-210 106-106 217-217 263-263 196-188 167-167 225-213
Gala
B.Red Gala | 207-207 227-210 113-104 259-231 251-211 215-202 167-167 227-215
Gala
BF-14 207-207 227-210 113-104 255-231 251-211 215-202 167-167 227-215
Gala
Gale Gala 207-207 227-210 113-104 | 259-231 251-211 215-202 167-167 227-215
Gala
Smith Gala | 207-207 227-210 113-104 | 259-231 251-211 215-202 167-167 227-215
Gala
Simons Gala | 207207 | 227-210 113-104 250-231 251-211 215-202 167-167 227215
Gala lmperial
Gala 207-207 | 227-210 113-104 250-231 251-211 215-202 167-167 227-215
Gala
Galaxy (Linl.) | 207-207 227-210 113-104 259-231 251-211 215-202 167-167 227-215
Gala
Pink Gala 207-207 227-210 113-104 259-231 251-211 215-202 167-167 227-215
Gala Galaxy (V.
Req) 207-207 227-210 113-104 259-231 251-211 215-202 167-167 227-215
Gala Crimson
Gala 207-207 227-210 113-104 | 289-231 251-211 215-202 167-167 227-215
Gala Royal Gala
N° 4 207-207 | 227-210 113-104 | 259-231 251-211 215-202 167-167 227-215
Verdes
ANA 6 207-207 | 225-220 109-104 255-217 265-217 106-188 167-187 222-209
Verdes Granny
Smith 207-207 | 225-220 109-104 255-217 265-217 196-188 167-167 222-200
Verdes E. Granny
Smith 207-207 225-220 108-104 255-217 265-217 196-188 167-167 222-200
Rojas
) Stamp 214-207 227-201 106-104 222-217 263-238 196-188 167-152 225-213
Rojas
: Scarlet Spur | 214-207 227-201 106-104 | 222-217 263-238 196-188 167-152 225-213
Rojas
" ANA 8 214-207 227-201 106-104 | 222-217 283-238 196-188 167-152 225213
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Tabla 5. Continuacion.

Marcador
Grupo
Muestras | cHoadio | cHo4e08 CH03g07 | CHO5e04 | CHO1a09 | CHO1h02 | CHU1f02 CHo1f07a | CH03d02
Jonagold 195-179- 138-131- 228-199- | 223.219- | 286-253-
Excel 178 188-188 128 177-168 | 219-214 258-258 158 203 235
Jonagold Red 195-178- 138-131- 228-198- | 223.219- | 288-253-
Jonaprice 178 188-188 128 177-168 | 219-214 258-258 188 203 235
Jonagold | Jonagored | 1g5.17¢- 138-131- 228-199- | 223-219- | 286-283-
Supra 178 188-188 128 177-168 | 219-214 258-258 188 203 235
Jonagold 195-179- 138-131- 228-199- | 223-218- | 286-253-
Jonagored 178 188-188 128 177168 | 219-214 258-258 188 203 235
Pink
Lady Rosiglow 184-179 198-188 140-134 172-168 | 223-218 258-247 228-199 219-203 253-235
Pink Pink Lady
Lady {Uni) 184-179 188-188 140-131 172-168 | 223-218 268-247 228-199 219-203 253-235
Pink Pink Lady (V.
Lady Req) 184-179 | 188-188 140-131 172-168 | 223-218 258-247 228-189 219-203 253-235
Elstar
BEL-EL 195-179 213-188 128-128 ND 218-218 257-257 ND ND 260-260
Venturia
Ana 12 105-184 | 235-213 | 140-128 | 177-168 | 218-212 257-257 228-188 219-219 253-253
) African Red | 184-178 | 216-188 138-138 | 177-168 | 219-218 258-247 199-188 223-203 286-238
Manzano
Flor Manchurian | 195-184 | 218-208 178-124 177-172_| 218218 ND ND ND 235-235
Braeburn
Braeburn 195-184 | 214-215 140-136 177-168 | 218-212 ND ND 224-223 260-235
i Sansa 184.178 | 188-188 | 131-128 | 177-177 | 219-218 257-247 186-188 218-200 260-236
) Caudle 184178 | 216-188 | 136-128 | 177-168 | 212-218 258-247 203-188 ND 286-236
i Pink Rose 184-179 188-188 140-131 172-168 | 222-218 258-247 228-199 219-203 253-235
) Sunshu 195-178 188-188 138-138 | 477-177 | 222-218 2657-257 203-203 203-203 286-257
- Washington
Spur 184-184 | 215-188 140-136 177-177 | 218-212 257-247 203-199 224-222 236-236
i Cordel 184-178 | 214188 | 138138 | 177-177 | 219-218 257-247 203-188 223-223 253-236
- S, Gold
Blush 184-179 | 218-188 | 140-128 | 177-168 | 219-218 257-255 199-199 222-203 253-235
- Coromon del
Red 184-178 | 218-188 138-138 | 177-177 | 219-218 257-247 203-188 223-223 253-236
) x3318 184-184 | 214-188 138-138 177-168 | 222218 257-255 228-203 224-219 236-236
x4982 184-178 | 233-188 136-128 177177 | 218-212 257-257 228-188 223-203 260-236
i x6938 184-179 | 228-214 | 131128 | 177-168 | 219-214 ND ND 223218 260-253
) Cybele 184-184 | 233-188 178-138 177-168 | 202.222 250-247 228-188 223-218 235-235
i Verline 184-179 188-188 178-140 177-157 | 218-212 258-257 228-199 223-205 253-235
) Baujade 179-179 188-188 166-128 168-168 | 218-205 268-255 ND 223-205 260-235
) Everest 195-195 | 228-188 178-131 168-157 | 214-208 257-247 ND 219-219 235-235
i sf 92092 195-184 | 214-214 | 140-136 | 177-168 | 218-212 247-257 228-199 224-223 260-235
i Delkistar 184-179 | 216-188 136-131 177-168 | 218-218 257-247 228-203 224-218 236-236
] Sundowner | 184-184 | 216-188 140-136 | 177-157 | 212-212 | 265-247 199-192 | _223-205 235-235
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Tabla 5. Continuacién

Marcador
Grupo
Muestras | cHo4e03 | cHo2c11 | cHo2bo7 | CHO2d08 | CHO3d07 | CHO4a12 | CHO3h03 | CHO1c06
Jonagold 227-220- 113-106- 238-234-
Excel 207-196 210 104 237-231 211 202-196 167-152 227-220
Jonagold Red 227-220- | 113-106- 238-234-
Jonaprice 207-196 210 104 237-231 211 202-168 167-152 227-220
Jonagold | Jonagored 227-220- | 113-108- 235-234-
Supra 207-196 210 104 237-231 211 202-1%8 167-152 227-220
Jonagold 227-220- | 113-106- 233-234-
Jonagored | 207-188 210 104 237-231 211 202-196 167-152 207-220
Pink Lady
Rosiglow 214-207 227-201 121-113 231-217 | 263211 202-198 167-167 227-222
PinkLady | Pink Lady
{Uni) 214-207 227-201% 421-113 231-217 | 263-211 202-196 167-167 227-222
Pink Lady | Pink Lady (V.
Reg) 214-207 227-201 121-113 231-217 263-211 202-198 167-167 227-222
Elstar
BEL-EL 201-201 227-215 104-104 259-228 238-238 | 216-216 167-152 227-220
Venturia
Ana 12 207-201 220-216 125-104 217-217 | 238-238 | 202-202 167-152 220-207
) African Red | 207-207 227-201 106-104 231-217 | 261-211 196-188 167-152 227-215
Manzano
Flor Manchurian | 196-196 207-199 106-97 202217 | 265-198 | 211-211 ND 222-207
Braeburn
Brasburn 214-207 227-201 104-104 259-222 | 263-238 | 195-178 167-152 227-227
i Sansa 219-208 215-209 124-104 255-255 | 251-209 | 216-188 167-167 225-213
) Caudle 214-207 227-227 106-104 231.217 263-211 196-188 167-152 225220
) Pink Rose 214-207 227-201 121-113 228-217 | 263-217 | 202-196 167-167 227-222
i Sunshu 235-208 220-220 106-104 231-217 ND 196-188 167-167 | 227-222-215
- Washington
Spur 214-207 227-201 106-104 222-217 ND 196-188 167-152 225-213
) Cordel 214-207 210-201 113-104 228-217 263-238 202-196 167-152 227-215
B 8. Gold
Blush 207-207 231-227 108-104 228-217 238-217 202-196 167-152 227-215
- Coromon del
Red 214-207 210-210 113-104 228-217 263-238 202-196 167-152 227-215
) x3318 207-207 227-227 106-104 217-217 | 283-238 | 196-188 167-152 222-200
i x4982 207-207 227-209 104-104 250-217 | 234-211 216-196 167-167 227-215
] x6938 207-186 220-210 108-104 231-231 ND 196-188 167-167 225-213
Cybele 207-207 | 220-210 124-113 231-231 238-211 199-196 167-152 220-207
i Verline 207-207 227-227 104-104 231-217 ND 202-196 167-167 240-220
) Baujade 207-207 | 225210 | 104-104 | 259-217 | 263-211 | 196-188 [ 167-167 222213
] Everest 207-207 ND 104-104 | 217-217 | 238271 ND ND ND
i sf 92092 214-207 227-201 104-104 ND 263238 | 196-178 167-152 227-227
) Delkistar 214-207 227-220 109-104 237-217 | 238-234 | 202198 167-152 225-213
) Sundowner ND 201-201 ND 222-217 ND 186-188 167-152 _ 225

30




En la gran mayoria de los patrones alélicos observados para cada cultivar, se
observé de forma clara uno o los dos alelos, coincidente con una especie diploide, pero
en los clones de la variedad ‘Jonagold’ fue posible observar la presencia de un tercer
alelo en ocho de los 17 marcadores utilizados (Tabla 5). En la figura 3 se observa la

presencia de estos tres alelos para uno de estos marcadores.
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Figura 3. Separacion electroforética de los alelos del marcador CH03d07. Se observa en
los clones de ‘Jonagold’ la presencia de tres alelos (indicado por flechas). En todas las otras
muestras analizadas en este gel se observa que cada uno cuenta con uno o dos alelos.

Orden de las muestras: 1) Raku-Raku, 2) E. Auvil Fuji, 3) Fuji Normal, 4) Blazer Fuiji, 5) Jubilee, 6) Tigress,
7) Aztec, 8) Sun Fuiji (1), 9) B. Red Gala, 10) BF-14, 11) Gale Gala (1), 12) Gale Gala(2), 13) Smith
Gala(1), 14) Smith Gala(2), 15) Simons Gala(1), 16) Imperial Gala, 17) Royal Gala, 18) Galaxy (UV), 19)
Galaxy (VR), 20) Crimson Gala, 21) Royal Gala N°4, 22) Pink Gala, 23) Excel, 24) Red Jonaprice, 25)
Jonagored Supra, 26) Jonagored, 27) E. Granny Smith 28) Simons Gala (2), 29) Sun Fuji (2), 30) Bel-El,
31) Rosiglow, 32) Ana 12, 33) African Red, 34) Manchurian, 35) Granny Smith(1), 36) Braeburn, 37)
Sansa, 38) Pink Rose, 39) Granny Smith(2), 40) 41) Scarlet Spur, 42) Cordel, 43) Cybele. Muestra 30 no
amplificé.

313 Analisis de diversidad genética.

La heterocigosidad esperada (He), la heterocigosidad observada (Ho), el
numero efectivo de alelos (Ae) y la frecuencia de alelos nulos (FR) fueron calculados
de acuerdo a las distintas férmulas mencionadas en materiales y métodos basados en
la diversidad alélica y el nimero total de individuos analizados. Para estos analisis
estadisticos, los cultivares clénales de los grupos ‘Fuji’, ‘Gala’, ‘Verdes’, ‘Rojas’,
‘Jonagold’ y ‘Pink Lady’ fueron representados cada uno como un solo cultivar. Esto se
justifica por la homogeneidad alélica entre cada grupo de clones y porque utilizar todos
los cultivares en forma separada causaria una distorsion de los datos de diversidad
genética obtenidos con el resto de la coleccion. La tabla 6 muestra los resultados

obtenidos.
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Tabla 6. Estadigrafos para los 17 marcadores de SSR estudiados. Se incluye el nimero de
alelos (A), nimero de Individuos totales analizados, nimero de individuos heterocigotos,
numero efectivo de alelos (Ae), heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He)

y frecuencia de alelos nulos (FR) para los marcadores de SSR estudiados.

N° Ind. N° Ind.
Marcador Alelos (A) Totales Heterocigotos Ae Ho He FR(r)
CHO3d10 5 29 21 3,36 0,72 0,70 -0,013
CHO4e05 g 28 18 3,23 0,62 0,69 0,041
CH03g07 8 29 23 6,02 0,79 0,83 0,020
CHO5e04 4 28 19 2,61 0,68 0,62 -0,036
CHO1a09 8 29 23 3,67 0,79 0,73 -0,036
CHO1h02 5 26 18 3,59 0,69 0,72 0,016
CHO1f02 5 23 20 4,17 0,87 0,76 -0,062
CHOo1f07a 8 26 21 5,46 0,81 0,82 0,007
CHO3d02 6 23 18 4,99 0,66 0,8 0,080
CHO04e03 7 28 15 2,66 0,54 0,62 0,052
CHO2¢e11 10 28 24 541 0,86 0,83 -0,015
CHO2b07 8 28 20 3,44 0,74 0,71 -0,003
CHO02d08 7 28 21 3,97 0,75 0,75 0
CHO03d07 11 24 21 5,19 0,88 0,81 -0,038
CHO04a12 7 28 25 3,50 0,89 0,71 -0,107
CHO3h03 2 27 16 1,88 0,59 0,47 -0,085
CHO1c086 g 28 25 6,74 0,89 0,85 -0,069
Promedio 7 274 20,5 4,4 0,75 0,73 0,014

32




El nimero de alelos observados varié desde once (CH03d07), hasta un minimo
de dos alelos (CH03h03), Ho varié desde 0,89 (CH01c06) hasta un minimo de 0,54
(CHO04e03) y He vari6 desde un maximo de 0,85 (CH01c06) hasta un minimo de 0,47
(CHO3h03). Todos estos analisis y estadigrafos consideran sélo los datos obtenidos en
un locus por cada marcador. Para aquellos marcadores de tipo multilocus, como por
ejemplo CH02c11, el segundo locus no se consider6 en el analisis (Figura 4), porque
siempre fue monomorfico. Otros marcadores multilocus fueron CHO1h02, CHO1f02 y

CHO03h03 y se aplicé el mismo criterio que para el caso del marcador CHO02¢11.
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Figura 4. Ejemplo de un marcador de SSR multilocus (CH02c11). El marcador amplifica para
dos locus de SSR. La flecha indica la presencia del segundo locus, el cual no fue considerado al
momento de realizar analisis con este marcador.

314 Determinacion de la capacidad discriminatoria de los SSRs

utilizados.

Conocidas las caracteristicas de heterocigosidad de los 17 marcadores
analizados, se busco determinar qué marcadores y cuantos de ellos era necesario usar
para identificar de forma confiable, el total de 56 cultivares de manzanos considerados,
en este estudio. Sin embargo, para esto se procedid de manera similar que en los
calculos de heterocigosidad, considerando sélo los cultivares no clénales mas un
representante de cada grupo de clones, debido a que éstos al compartir el mismo
patrén alélico son indistinguibles. Esto explica que el nimero de muestras considerado
para esta parte del estudio disminuyé a 29.

Para este fin, primero se eligieron los “mejores marcadores” en base a dos

caracteristicas, valor de heterocigosidad esperada (He) y numero de cultivares
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analizados por marcador. Con estos criterios, se seleccionaron once de los 17 SSRs,
los que presentaron un valor minimo de He de 0,62 y al menos 28 cultivares
analizados. Con esto se procedié a calcular [a cantidad de genotipos observados por
marcador (combinaciones de alelos para cada marcador), probabilidad de confusion
(C)) para cada uno de ellos, y finalmente el nimero de pares de genotipos no
diferenciados. La tabla 7 muestra los valores obtenidos.

El mayor nimero de genotipos observados (18) se obtuvo con el marcador
CHO2c11, el que ademas presenté el segundo mayor nitmerc de alelos observados y
el segundo valor mas alto de He (0,83). En tanto que los valores mas bajos
correspondieron a CH05e04 con sélo ocho genotipos observados, el menor nlimero de
alelos (4) y el valor mas bajo de He (0,62) de estos once marcadores.

De acuerdo a estos resultados el marcador CHO2c11 es el mejor marcador para
diferenciar entre los 29 cultivares del andlisis. Sin embargo, con sdlo usar este
marcador quedarfan nueve genotipos sin diferenciar, por lo que se requiere de un
mayor nimerc de SSRs para poder diferenciar los 29 cultivares. Para esto se
realizaron combinaciones de marcadores y se compard el valor tedrico con el valor
observado de nUmeros de pares no diferenciados (tabla 8) utilizando la formula
descrita por TESSIER ef al. (1999) descrita en materiales y métodos.

Se observa como disminuyo rapidamente el nimero de cultivares sin diferenciar
a medida que se aumento la cantidad de marcadores utilizados, hasta llegar al punto
de que con fres SSR se puede diferenciar la mayoria de los cultivares. Sin embargo,
no todos los cultivares fueron diferenciables, ya que se tiene el caso de cuatro
cultivares (‘Rojas’ indiferenciable de "‘Washington Spur' y ‘Cordel’ indiferenciable de
‘Coromon del Red’) que no son diferenciables con ninguno de los 17 marcadores
utilizados. Aca existen tres posibilidades entre estos pares de cultivares: (1) los
cultivares no pudieron ser diferenciades, por lo que un analisis con un mayor nimero
de marcadores podria encontrar diferencias entre estos cuatro cultivares, (2) las
muestras son clones entre si de una variedad original, o (3) los cultivares sdlo
presentan diferencias en el nombre, pero en realidad son el mismo cultivar.
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Tabla 7. Capacidad de diferenciacién de cultivares de manzano de los 11 marcadores
SSR mas informativos.

N2 de pares no
Ne N° de genotipos diferenciados

Marcador cultivares | N°alelos | He Cj observados | (valor observado)
CH02¢11 28 10 0,83 0,154 18 10
CHO03g07 29 8 0,83 0,135 16 13
CHO03d02 29 6 0,8 0,169 14 15
CHO01c06 28 2] 0,85 0.117 12 16
CH02d08 28 7 0,75 0,223 12 16
CHO02b07 28 8 0,71 0,261 11 17
CHO04e05 29 9 0,69 0,282 11 18
CHO4a12 28 7 0,71 0,262 10 18
CHO03d10 29 5 0,7 0,27 10 19
CHO01209 29 8 0,73 0,243 10 19
CHO5e04 28 4 0,62 0,361 8 20

Tabla 8. Capacidad de diferenciacion de los marcadores SSRs de cuitivares de
manzanos, El mejor marcador obtenido en los anélisis corresponde a CHO02¢11. Para aumentar
la cantidad de genotipos diferenciados se le agregan nuevos marcadores, hasta completar [os

11 seleccio

nados.

N° de pares no diferenciados

valor calculado valor Valor
Combinacién de Marcadores (Xx) observado | corregido
CHO2¢11 62,524 10 8
CHO2c11 + CHO3g07 8,441 4 2
CHG2¢c11 + CHO3g07 + CHO3d02 1,426 2 0
CHO2c11 +... + CH03d02 + CHO1c08 0,167 2 0
CHO02¢11 +...+ CHO1c06 + CH02d08 0,037 2 0
CHD2¢11+,..+ CH02d08 + CHD1a09 0,009 2 0
CHO02¢11 +...+ CHO1a09 + CHO4a12 0,002 2 0
CH02¢11 +...+ CHO4a12 + CHO2b07 6x10™ 2 0
CHO2¢11 +...+ CHO2b07 + CHO3d10 1x10* 2 0
CHD2¢11 +...+ CHO3d10 + Ch04e05 4x10° 2 0
CHO2c11 +...+ Ch04e05 + CHO5e04 1x10° 2 0
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Para el caso de los cultivares clonales ‘Rojas’ con ‘Washington Spur’ se puede
afirmar en bases a informacién obtenida en listas de cultivares de distintos viveros que
el segundo es un cultivar clonal al igual que el resto de los cultivares del grupo ‘Rojas’
estudiados. En el caso de ‘Cordel’ con ‘Coromon del Red’ la misma blisqueda permite
confirmar que en realidad son el mismo cultivar, pero poseen distintos nombres
(diferentes viveros extranjeros vende el cultivar ‘Corodel’ que también es llamado
‘Coroman del Red’, por lo que se puede inferir solo diferencias en el nombre y que en
realidad son los mismos cultivares). En la tabla 7 se observa un valor corregido para el

numero de pares no diferenciados que considera las dos situaciones mencionadas.
3.1.5 Analisis de similitud genética basados en SSR.

Para el analisis de los resuitados obtenidos por SSR se utilizaron dos métodos
de reconstruccion filogenética: (1) el método de parsimonia, que se basa en la
optimizacién de los datos obtenidos, el cual entrega una hipétesis de reconstruccion
filogenética que siempre involucra el menor nimero de pasos que expliquen estas
relaciones, v (2) el métado de vecino mas cercano (Neighbor-Joining), que se basa en
algoritmos de agrupamiento donde se estima la filogenia mediante la construccion de
una matriz de distancia entre las taxas a analizar.

Cémo se ha mencionado mas arriba, de los 56 cultivares considerados
inicialmente estos anélisis se concentraron en sdlo 29 cultivares cuyos patrones
alélicos fueron diferenciables. Con esto se obtuvieron dos arboles no enraizados, uno
para cada método, lo que sugiere qué tan relacionado esta un cultivar de ofro de
acuerdo a los datos obtenidos con los SSRs.

En el caso del arbol de parsimonia (Figura 5) se obtuvieron 18 arboles
igualmente parsimoniosos (construidos con el mismo nimero de pasos, 388), un indice
de consistencia (Cl) de 0,3041 que indica qué tan bien los datos se ajustaron a la
topologfa de los arboles, y un indice de retencion de 0,4653 que indica los caracteres
sinapomérficos que corresponden a caracteres homologos originados a partir de un
ancestro comun.
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Considerando uno de los 18 arboles parsimoniosos, la distribucién de los
cultivares se organizdé en cuatro ramas distintas. Dentro de los grupos que poseen
clones en la coleccion se encontrd que los cultivares del grupo ‘Gala’ estaban mas
cercanos a los cultivares (lineas) ‘x4982’, ‘Sansa’ y ‘Bel-el'. En el caso del grupo de
clones ‘Fuji' el cultivar mas cercano fue ‘Sunshu’, el grupo ‘Rojas’ a ‘Sundowner’, el
grupo ‘Pink Lady’ a ‘Pink Rose’, el grupo ‘Jonagold' a x6938’, y el grupo ‘Verdes' a
‘Baujade’. Dentro de los cultivares no clonales se observd que ‘Cordel' quedd mas
préximo a ‘African Red’, ‘Sansa’ a ‘Bel-el’, ‘Braeburn’ con ‘sf 92092', y finalmente ‘ANA-
12' con ‘Manchurian’. Con respecto al resto de las variedades, ninguna presenté una

relacion tan cercana con alguno(s) de los cultivares de la coleccion.

Los resuitados para el arbol no enraizado obtenido con el método de vecino
més cercano (Figura 6) mostraron un alto nivel de coincidencia a o obtenido con el
método de parsimonia. Sin embargo, se evidenciaron pequefias diferencias con el
primero. Por ejemplo, el grupo de clones ‘Rojas’ en este arboi estuvo mas cercano al
cultivar ‘Washington Spur’, en vez del cultivar ‘Sundowner’; por su parte, el grupo de
clones “Jonagold’ se encuentré mas cercano al cultivar ‘Cybele’ en vez de 6938

La diferencia mas drastica entre ambos érboles correspondio a la disposicion de
los cultivares ‘ANA-12’, ‘Manchurian’, ‘Sansa’ y ‘Bel-el', que en el arbol de vecino mas
cercano se asociaron estrechamente entre si, pero en el arbol de parsimonia los dos
primeros cultivares se encontraron distanciados de los otros dos. El resto del arbol
mostré un alto nivel de correspondencia en la distribucién de los cultivares, como por
ejemplo la cercania entre los pares de cultivares ‘Cordel’ y ‘Coromon del Red' (que se
confirmd mediante busqueda de estos cultivares en listas de viveros, ser el mismo
cultivar), al igual que el cultivar ‘Braeburn’ y ‘sf 92092".
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Figura 5. Arbol de parsimonia (uno de 18 &rboles igualmente parsimoniosos) de
cultivares analizados.
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Figura 6. Arbol de vecino mas cercano de los 29 cultivares analizados
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Junto a estos analisis se realizaron pruebas de boofstrapping con los resultados
del método de parsimonia (Figura 7a) y de “vecino més cercano” (Figura 7b). El
bootstrapping consiste en un andlisis que ejecuta calculos repetitivos (arboles), pero
sin variar el nimero de elementos de la muestra original, lo que permite estimar la
distribucién de las muestras a analizar y determinar si los valores obtenidos son
sostenibles. En nuestro caso, si los grupos encontrados en las topologias tienen
respaldo estadistico (valor maximo 100%). En el analisis de parsimonia se observan la
identificacion clara de cuatro grupos, todos con un valor muy alto de boolstrap (siendo
el menor 92%). Sin embargo, la diferenciacién de un mayor nimero de grupos
cultivares no pudo ser confirmada, indicando que se requiere mas informacion para
poder establecer relaciones entre ellos. Para el caso del enfoque de “vecino mas
cercano”, se observé correspondencia en el resultado con el analisis anterior, aunque
se sumaron cinco cultivares mas a la diferenciacién con respecto a lo observado en
parsimonia. Aqui los cultivares ‘Caudle’ y ‘African Red’ aparecieron agrupados pero
poseen un valor de bootstrapping de sélo 58%. Por su parte, ‘Rojas’ y ‘Washington
Spur' se separaron del cultivar ‘Sundowner’ en ofra rama con un valor de un 80%. EI
resto de los cultivares al igual que en el caso del bootstrapping de parsimonia
requieren de mas informacion para poder determinar similitud entre ellos.
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Figura 7. (a) Bootstrapping de parsimonia y (b) Boolstrapping de vecino mas cercano.

En ambos casos se usaron 100 pseudoréplicas.
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3.2 Analisis de amplificaciones de polimorfismos de secuencia especifica (S-
SAP)

El analisis de S-SAP se realizé solamente para los dos grupos de clones mas
grandes, ‘Fuji’ y ‘Gala’, debido a que encontrar diferencias que permitan identificar los
clones de estos grupos es de un gran interés debido a la importancia comercial de
estos cultivares, lo que como se dijo antes no fue posible de diferenciar usando
marcadores de SSR. Para esto se tomaron dos muestras de cada cultivar (chequeada
su identidad varietal por SSR), alcanzandose un numero de 16 muestras para los ocho
cultivares clénales de 'Fuiji' y de 23 muestras para los doce cultivares clonales de ‘Gala’
(con ‘Pink Gala’ solo se utilizé una muestra). Ademas, para poder garantizar que
existieran diferencias en la amplificacién por S-SAP se agregé una muestra de los
cultivares ‘Excel' (grupo ‘Jonagold’), ‘Pink Lady’ (grupo ‘Pink Lady’) y ‘Early Granny
Smith’ (grupo "Verdes’).

3.21 Amplificacién de fragmentos en S-SAP + 3

Antes de realizar las pruebas con S-SAP se verificé que el método de digestion
de DNA, ligacion de adaptadores, la preamplificacién S-SAP+1 y la amplificacién S-
SAP+3, fuera exitosa y produjera un numero no excesivo de fragmentos y de buena
calidad (o sea, determinar si es necesario una dilucién mayor o menor a 1:50 de
acuerdo al protocolo explicado en materiales y métodos). Esto se puede chequear
preliminarmente con un gel de agarosa para la reaccién de PCR de S-8AP+3, como
se observa en la figura 8 a modo de ejemplo.
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Figura 8. Gel de agarosa al 2% de una reaccién de PCR de S-SAP+3 de la combinacion de
partidores LTR1 + C15.

Orden de las muestras: 1) B. Red Gala (1), 2) B. Red Gala (2), 3) BF-14 (1), 4) BF-14(2), 5) Gale Gala (1), 6) Gale
Gala (2) , 7) Smith Gala (1), 8) Smith Gala(2), 9) Simons Gala (1), 10) Simons Gala (2), 11) Imperial Gala(1), 12)
Imperial Gala(2), 13) Royal Gala(1) , 14) Royal Gala(2), 15) Galaxy (UV 1), 16) Galaxy (UV 2), 17) Pink Gala, 18)
Galaxy (VR 1), 19) Galaxy (VR 2), 20) Crimson Gala (1), 21) Crimson Gala (2), 22) Royal Gala N°4 (1), 23) Royal
Gala N°4 (2), 24) Excel.

Se puede observar en la electroforesis la presencia de un continuo de bandas
de distinto tamafio, aunque destacan algunas de tamafio discreto de menor intensidad.

3.2.2 Deteccién de Polimorfismos con S-SAP

De las 16 combinaciones de partidores de S-SAP utilizadas, cuatro (LTR1+C2,
LTR1+C3, LTR1+C12 y LTR1+C14) presentaron diversos problemas que van desde un
excesivo numero de bandas, problemas en el PCR debido a la combinacion de
partidores y problemas en la visualizacién de las bandas debido a su escasa definicién
en el gel de poliacrilamida. Con las doce combinaciones restantes se busco diferencias
claras y reproducibles entre cada grupo de clones y entre clones de cada grupo.

En la etapa inicial del analisis con estas 12 combinaciones de partidores no se
encontraron diferencias sustantivas entre los clones tanto del grupo ‘Fuji’ como ‘Gala’.
Este resultado contrastd con la observacion de diferencias intervarietales, al comparar
las muestras de ambos grupos, confirmando que S-SAP es una aproximacion capaz de
distinguir claramente entre variedades. Para el caso de las muestras ‘Excel’, ‘Pink
Lady’ y ‘Early Granny Smith’, estas fueron diferenciables entre si y con respecto a ‘Fuji’
y ‘Gala’, aunque el porcentaje de bandas discriminantes fue mas bien bajo. La figura 9
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muestra un ejemplo de una separacion electroforética de S-SAP, donde las flechas
ilustran las diferencias entre ‘Gala’ y ‘Fuji’, y los circulos indican las diferencias entre

clones de ‘Gala’.

Figura 9. Patrones de amplificacion de S-SAP para la combinacién de partidores LTR1 + C13. Los
amplicones se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% en condiciones
desnaturantes. Se indica las muestras de los cultivares clénales del grupo ‘Fuji' y las muestras del grupo
‘Gala’. Ademas, se indica los carriles correspondientes a ‘Excel’ (EX), ‘Pink Lady' (PL) y ‘Early Granny
Smith’ (EG). Las flechas indican diferencias entre el patrén de ‘Gala’ con respecto a ‘Fuji’. Enmarcadas
en un circulo se ven algunas de las diferencias entre clones que se ven en la primera ronda de estudios.
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Otro ejemplo, de blsqueda de diferencias mediante S-SAP se observa con la
combinacién de partidores LTR1 + C15. En este caso se vio un mayor numero de
bandas en la reaccion de S-SAP que lo obtenido con los partidores LTR1 + C13 de la
figura 9. Sin embargo, el resultado fue equivalente por cuanto no fueron distinguibles
diferencias entre clones de una misma variedad de manera reproducible,

observandose solamente diferencias entre las variedades (Figura 10).

Figura 10. Patrones de amplificacién de S-SAP para la combinacién de partidores LTR1 + C15.
Los amplicones se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% en condiciones
desnaturantes. Se indica las muestras de los cultivares clénales del grupo ‘Fuji' y las muestras del grupo
‘Gala’. Ademas, se indica los carriles correspondientes a ‘Excel’ (EX), ‘Pink Lady' (PL) y ‘Early Granny
Smith’ (EG). Las flechas indican diferencias entre el patrén de ‘Gala’ con respecto a ‘Fuji'. Enmarcadas en
un circulo se ven diferencias observadas en la primera ronda de estudios.
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Como se menciond con anterioridad, para verificar la autenticidad de las sutiles
diferencias observadas entre algunos clones (principalmente del grupo ‘Gala’), se
repitid este mismo andlisis con nuevas muestras de los mismos genotipos de los
grupos ‘Fuji’ y ‘Gala’, analizando de esta manera las muestras obtenidas en dos
temporadas distintas usando las mismas combinaciones de partidores de la primera

ronda de experimentos.

Respecto de la reproducibilidad, se puede mencionar que un porcentaje altisimo
de las bandas observadas se mantuvo exactamente igual entre las muestras de ambas
temporadas. La figura 11 muestra la comparacion entre dos experimentos realizados
con la misma combinacién de partidores (LTR1 + C4). La figura 11(a) corresponde al
grupo original de muestras donde se tienen los clones de ‘Fuji’, clones de ‘Gala’ y los
cultivares ‘Excel’, ‘Pink Lady’ y ‘Early Granny Smith', mientras que la figura 11(b)
corresponde a los clones de ‘Fuji’ y ‘Gala’ agregando nuevas muestras de los mismos
arboles obtenidas en una segunda temporada

A pesar que, las muestras fueron digeridas con enzimas de restriccion y
completado el protaocolo de S-SAP en tiempos distintos, se mantuvieron los mismos
patrones de bandas principales (flechas de color negro), tanto para los clones de ‘Fuji’
como de 'Gala’, algo que se observo también con otros partidores. Sin embargo, esta
reproducibilidad no se mantuvo a nivel de las bandas menores, las que variaron en

algunos clones.

Cémo una forma de comparar estos resultados con otros marcadores, se contd
el niimero de bandas amplificadas para las 12 combinaciones de partidores de S-SAP
utilizados para de esta forma tener una estimacion del nimero de locis que es posible
de analizar mediante S-SAP en estos cultivares de manzanos. La tabla 9 muestra [os

resultados.
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Tabla 9. Namero de fragmentos amplificados por S-SAP para las distintas
combinaciones de partidores utilizados en cada cultivar. Los cultivares analizados fueron el
grupo clonal 'Fuji’, grupo clonal ‘Gala’, 'Excel’, ‘Pink Lady' y ‘Early Granny Smith'. Se indican los
promedios de amplicones observados para cada combinacion de partidores y para cada
cuitivar.

Cultivares

Partidores ‘Fuji’ ‘Gala’ ‘Excel ;_Pink. GE:I:E(y Prornedio

ady Smith’ partidores
LTR1 + Msel C1 54 55 34 46 49 476
LTR1 + Msel C4 25 27 22 21 24 23,8
LTR1 + Msel C5 42 35 37 34 53 40,2
LTR1 + Msel C6 a8 45 39 40 45 414
LTR1 + Msel C7 38 41 38 32 22 34,2

LTR1 + Msel C8 34 33 43 41 39 38

LTR1 + Msel C9 46 49 45 45 46 46,4
LTR1 + Msel C10 41 44 38 30 39 38,4
LTR1 + Msel C11 47 52 47 43 45 46,8
LTR1 + Msel C13 45 52 43 40 42 44.4
LTR1 + Msel C15 a8 93 90 a5 92 93,6
LTR1 + Msel C16 53 54 49 47 55 51,6
Total amplicones 561 580 525 515 551 5486,5

El nimero de bandas fue muy variable entre las distintas combinaciones
de partidores con un minimo promedio de 23,8 bandas en la combinacién LTR1 + Msel
C4 y un méximo promedio de 93,6 bandas para la combinacién LTR1 + Msel C15. A
pesar de que en algunos caso se determiné el mismo ndmero de fragmentos entre
cultivares (por ejf: El grupo ‘Fuji’ y el cultivar ‘Excel’ en la combinacién LTR1 + Msel
C11), todos los cultivares fueron diferentes en su patrén alélico para cada combinacion
de partidores. Sin embargo, cSmo se mencioné con anterioridad, no fue posible
encontrar diferencias entre los clones de los grupos ‘Fuji’ y ‘Gala’ respectivamente.
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IV. DISCUSION

41 Confirmacién de la identidad genética de los cultivares.

La identidad de 42 de los 56 cultivares con los que se trabajé fue confirmada
mediante el uso de tres marcadores de SSR, CH03d10, CHO3g07 y CH05e04, donde
las muestras obtenidas por triplicado fueron idénticas. Sin embargo, para 14 cultivares
restantes se encontraron diferencias en una de las muestras obtenidas por triplicado y
en el caso del cultivar ‘Tigress', diferencias con dos de las muestras. Fue entonces
necesario realizar un remuestreo de estas muestras, pero por diversas dificultades sélo
se re-muestred ocho de los 14 cultivares (tabla 3). Una vez solucionado esto y
confirmandose la identidad varietal de los cultivares se realizaron los distintos
experimentos con marcadores moleculares.

4.2 Determinacién de polimorfismos entre los cultivares.

4.21 Analisis de microsatélites (SSR)

Los 56 cultivares utilizados en este trabajo consistieron en cultivares Unicos
dentro de la coleccién de muestreo y también cultivares somaclonales derivados de
una variedad original, por ejemplo clones de ‘Gala’. Para esto se seleccionaron 20
marcadores de SSR, a partir de 140 marcadores ya conocidos para manzanos, de los
cuales, 17 finalmente fueron los utilizados en esta tesis.

La confiabilidad de los marcadores utilizados fue probada por LIEBHARD ef al
(2002) cuando desarrollaron 140 nuevos SSR para manzanos con el fin de utilizarlos
en el mapeo genético de los grupos de ligamiento del cruce entre ‘Fiesta’ x ‘Discovery’.
Desde la aparicién de este trabajo, los SSR ahi descritos se han convertido en
marcadores de uso estandar para el resto de los trabajos de identificacion varietal en
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manzanos. VENTURI ef al. (2005), comprobaron la efectividad de un grupo de 24
marcadores de esta lista, de los cuales 10 fueron utilizados también en esta tesis
(CH03d10, CH02¢02, CH04e05, CH03g07, CHO5e04, CHO1a09, CHO1h01, CHO1d08,
CHO1f02 y CHO1h02) pero dentro de este grupo se encuentran 3 marcadores,
CHO02c02, CH01d08 y CHO1hO1 que no dieron buenos resultados en su visualizacion
en los geles de poliacrilamida, a pesar de que ellos en su trabajo pudieron determinar
nimero de alelos y tamafios correctamente. ORAGUZIE ef al (2005) utilizaron 5
marcadores de los 140 originales para la identificacion de portainjertos de manzanos
clénales. Aqui buscaron encontrar un andlisis que permitiese la identificacién eficaz
debido a que aquellos basados en caracteristicas morfoldgicas visibles presentan un
alto nivel de dificultad debido al alto nivel de similaridad. RAMOS-CABRER ef al. (2007)
en su estudio de morfologia y SSR en colecciones de manzanos esparioles, utilizaron 9
de los 140 marcadores. Incluso se da el caso de YAMAMOTO ef al. (2001) que utilizd 7
de estos marcadores en el analisis de 36 variedades de peras con buenos resultados.

Con los 17 marcadores de SSR con que se trabajé se pudo diferenciar sin
mayores problemas la mayoria de los cultivares no clénales de la coleccién. Todos
produjeron amplicones polimorficos de facil deteccién, demostrando que los SSR en
manzanos son marcadores muy informativos. Sin embargo, de los resultados
obtenidos se concluye también, que los cultivares somaclonales no pudieron ser
diferenciados con ninguno de los marcadores utilizados. Este resultado no es
totalmente sorprendente ya que existe una gran cantidad de literatura sobre [as
dificultades de los SSR para diferenciar clones, no sélo en manzanos si no que en todo
tipos de frutales. VENTURI et al. (2005) demostraron como los cultivares policlonales del
tipo 'Gala’ y '‘Braeburn’ fueron indistinguibles. En sus estudios compararon el cultivar
original de ‘Gala’ con mutantes clénales como ‘Ruby Gala', ‘IG 37, 'Gala Must',
‘Galaxy’, ‘Royal Gala’ y ‘Mondial Gala’ y los cultivares ‘Braeburn’ y ‘Hillwell’, no
lograndose diferenciar entre ellos a pesar de presentar una coloraci6n distinta de sus
frutos. HOKANSON et al. (1998) estudiaron una coleccién de 66 cultivares de manzanos
de la USDA-ARS Piant genetic Resources Unit's core collection, logrando diferenciar
indistinguiblemente 59 cultivares. De estos siete cultivares restantes que fueron

indiferenciables, cinco correspondian a mutaciones somaclonales.
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Otra situacion frecuentemente observada en frutales, tiene que ver con el
nombre de los cultivares. Es comun observar como un mismo cultivar tiene distintos
nombres dependiendo del lugar del mundo. Lo mismo ocurre cuando una variedad se
le cambia el nombre para su uso comercial provocando confusiones y errores.
GUARINO ef al. (2006) estudiaron la diversidad genética mediante SSR de una
coleccion de cultivares donde se sospechaba la presencia de una gran cantidad de
“sindnimos”, o sea cultivares que poseen distintos nombres pero que en realidad
corresponden al mismo cultivar o son mutaciones somaclonales, encontrando que de
56 cultivares (8 de los cuéles se usaron como referencias) existian cuatro variedades
originales que contaban con 25 cultivares “sinénimos” que no mostraban diferencias en
el patron alélico. De estos, 15 eran mutaciones somaclonales indistinguibles de una de
estas variedades originales. Otros resultados similares fueron reportados por GUILFORD
et al. (1997) y GOULAO Y OLIVERA (2001).

Dentro de las diferencias observadas en los patrones alélicos destaca la
presencia de un tercer alelo en los cuatro cultivares del grupo ‘Jonagold’, caracteristica
que no comparte ninguno de los otros 52 cultivares estudiados. Los cultivares del tipo
‘Jonagold’ son consecuencia del cruce entre ‘Golden Delicious’ y ‘Jonathan’ realizados
en el programa de mejoramiento de manzanos de la Universidad de Comell,
produciendo como resultado una variedad triploide, variedad que gracias a esto
requiere de un polinizador debido a que produce una escasa cantidad de polen con
muy poca viabilidad, es por esto que es un cultivar muy bien descrito con cerca de 70
cultivares derivados de mutaciones somaclonales existentes en el mercado [BROWN.
1997].

A pesar del alto nivel de reproducibilidad que se observa en los SSR de
manzanos, es necesario buscar mejorar ciertos aspectos que presentan discrepancias
entre los distintos trabajos, principalmente en lo concerniente al tamafio de los alelos y
la presencia de multilocus en algunos marcadores. A modo de ejemplo, los clones de
‘Gala’ del trabajo de VENTUR! et al. (2005} con el partidor CH04e05 presentan un solo
alelo de tamario 180 pb, para el mismo partidor RAMOS-CABRER ef al. (2007) estimaron
el tamafio de los clones de ‘Gala’ de su coleccion en 174 pb. Ambos valores son
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menores al tamafio de 188 pb que se encontrd para los doce cultivares clénales de
‘Gala’ estudiados en este trabajo. También, se observaron multilocus en marcadores
no descritos originalmente en el trabajo de LIEBHARD et af. (2002). Por ejemplo el
partidor CH02¢011 que presenta dos locus fue originalmente descrito como un solo
locus en el trabajo original, pero en esta situacién no hubo mayores problemas ya que
el otro locus no presentaba polimorfismos y claramente se podia ignorar en el analisis.
Pero esta situacion no es tan simple de resolver en otros casos como el partidor
CHO01h02, debido a que uno de los locus no se define de forma muy clara generando
alelos que se mezclan con el otro locus, creando muchas dificultades para la
asignacion de los alelos de forma sencilla, situacién que es notada también por
GUARINO et al. (2008).

422 Analisis estadisticos de diversidad genética.

El nimero de alelos por locus con [os 56 cultivares de manzanos presentd una
variacion desde un minimo de dos alelos (CHO3h03) hasta un méximo de once
(Ch03d07) para un total de 119 alelos en los 17 locis observados, para una media de
siete alelos. Este niimero es superior a lo reportado por GUILFORD ef al. (1997) que
observé una media de 4,5 alelos en su estudio de 21 cultivares de manzanos y
bastante similar al promedio encontrado por Liebhard et al. (2002) que fue de 6,4 alelos
por locus, pero es menor a lo visto por GIANFRASCHESCHI et al. (1998) donde
encontraron 8,2 alelos por locus y RAMOS-CABRER ef al. (2007) que encontraron un
nlmero promedio de 12,4 alelos por locus.

En el caso de la heterocigosidad esperada (He) el promedio obtenido en este
trabajo fue de 0,73; el mismo valor obtenido por ORAGUZIE et al. (2005) y muy cercano
a lo reportado por GIANFRASCESCHI et al. (1998), y mayor a los valores de 0,62 y de
0,66 obtenidos por HOKANSON ef al. (2001) y GUILFORD et al. (1997) respectivamente.
Estos resultados en su conjunto muestran el alto nivel de heterocigosidad que se
presenta la especie y que tan bien se ve reflejado aplicando andlisis de SSR en
manzanos. Este alto nivel de heterocigosidad existente en manzanos es debido a que
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la auto-polinizacién es prevenida gracias a la auto-incompatibilidad gametofitica propia
de esta y otras especies de la familia Rosacea. Las flores en manzanos presentan un
sistema de auto-incompatibilidad que reduce la auto-fertilizacién gracias al control del
crecimiento de los tubos polinizadores presentes en el pistilo. De igual forma el
denominado gen S (un tipo de RNAasa) con sus mdltiples alelos controlan Ila
receptividad femenina a la auto-polinizacién [BROOTHAERTS Y VAN NERUM, 2002). Todo
esto genera un alto nivel de heterocigosidad que es facilmente detectable mediante los
SSR.

4.2.3 Determinacién del nimero optimo de marcadores de SSR para una

coleccion de manzanos.

Los cultivares de manzanos son una de las especies frutales mas extendidas a
nivel mundial con alrededor de 42 millones de toneladas métricas en la temporada
2005/2006 [FAS/USDA. 2007] y poseen no s6lo una alta importancia econdémica, sino
que presentan ademds, una muy alta diversidad, estimandose una cantidad de unos
7.500 o mas cultivares Es por eso necesario disponer de criterios de identificacién que
permitan la distincién clara de estos cultivares, ya que debido al amplio numero
existente, la identificacién fenotipica clasica no es siempre efectiva, ni mucho menos.

Los marcadores moleculares son el método actual mas poderoso para
diferenciar entre cultivares y en su aplicacion se recomienda utilizar €l mayor nimero
posible de éstos para poder lograr la identificacion clara de un cultivar. Sin embargo,
los marcadores moleculares tienen un alto costo lo que dificulta el poder realizar
siempre un andlisis con la mayor cantidad de marcadores posibles. Es asi que se
requiere de la optimizacién de los marcadores a utilizar para disminuir su nimero sin

perder efectividad y confianza en la identificacion realizada.

Con el objetivo de desarrollar herramientas de identificacién basadas en analisis
molecular y estadistico, TESSIER et al. (1999), crearon la forma de optimizar el nlimero
de marcadores moleculares usados baséndose en la heterocigosidad esperada (He),

también conocido como poder de discriminacion. NARVAEZ et al. (2001) realizaron la
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identificacion de los mejores SSRs de Vitis vinifera L. en 20 cultivares de vinos tintos y
blancos, proponiendo una combinacién de marcadores de SSR para fines de
certificacion de esas variedades.

Basados en estos antecedentes se busco la mejor combinacion de marcadores
de SSR para manzanos, a partir de los 17 marcadores analizados. De acuerdo a una
seleccion basada en el mayor nimerc de cultivares con informacién de patrones
alélicos y considerando el valor He de cada marcador, se eligieron once marcadores en
este andlisis. De aqui se concluyd que CH02c11 es el mejor marcador de este grupo
de once SSRs, ya que permite la identificacidon del mayor nimero de genotipos (18) lo
que se corresponde con su alto nivel de heterocigosidad esperada (He = 0,83). A este
marcador se e fueron agregando otros marcadores de SSR (siempre en base al mayor
nuimero de genotipos observados y al He), hasta completar el total de once
marcadores, lograndose diferenciar todos los cultivares no clénales de la coleccion
(n=23).

Se encontré una situacién particular en dos pares de cultivares (‘Rojas’ con
“Washington Spur’ y ‘Cordel’ con ‘Coromon del Red’) los cuales no fueron posibles de
diferenciar con ninglin marcador molecular. Sin embargo, se puede afirmar con certeza
que estos dos casos involucran a cultivares no diferenciables por ser clones de una
variedad (‘Rojas’ con ‘Washington Spur’) y cultivares idénticos pero que tienen
diferentes nombres (‘Cordel’ con ‘Coromon del Red’). En base a esto es posible
diferenciar todos los cultivares de la coleccion analizada con sélo tres marcadores de
SSR (CHO02c11, CH03g07 y CH03d02). Se debe destacar ademas, que estos ires
marcadores presentaron amplificaciones nitidas en las corridas electroforéticas
realizadas, lo que permite una facil determinacién de los distintos alelos (Figura 12).
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Figura 12. Separacién electroforética de los alelos del marcador de CH02c11. Orden de las
muestras: 1) 1 a 8 clones de ‘Fuji’, Il) 9 a 22, 25, 27 y 29 clones de ‘Gala’, 30) Scarlet Spur, 31) Excel, 32)
Bel- El, 33) Rosiglow, 34) Red Jonaprice, 35) Ana 12, 36) Manchurian, 37) Granny Smith, 38) Braeburn,
39) Sansa, 40) Pink Rose, 41) x6938, 42) Jonagored Supra, 43) Jonagored, 44) Cordel, 45) Cybele.
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Figura 13. Separacion electroforética de los alelos del marcador CH03g07. Orden de las
muestras: 1) Cybele, 2) Royal Gala N°4, 3) Verline, 4) Baujade, 5) Everest, 6) SF 92092, 7) E. Granny
Smith, 8) Delkistar, 9) Sundowner, 10) Raku-Raku, 11) E. Auvil Fuji , 12) N.A, 13) Ana 6, 14) Smith Gala,
15) Excel, 16) Rosiglow, 17) Ana 15, 18) African Red, 19) BF-14. Muestra 12 no amplifico. Prueba de
muestras de tres arboles distintos. Se observan diferencias en una muestra en el cultivar Verline y
Delkistar.
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Figura 14. Separacion electroforética de los alelos del marcadore de SSR CH03d02.
Orden de las muestras: 1) 1-5, 8-9 y 21 clones de ‘Fuji’, Il) 10, 13-20, 22-26 y 28-29 clones de ‘Gala’,
6)Granny Smith, 7)E. Granny Smith, 27) Everest, 31) Scarlet spur, 32) Excel, 33) Bel-El, 34) Rosiglow, 35)
Red Jonaprice, 36) Ana 12, 37) African Red, 39) Braeburn (1), 40) Braeburn (2), 41) Sansa, 42) Caudle,
43) Pink Rose, 44) Everest, 45) Jonagored Supra, 47) Cordel, 48) Cybele. Muestras 20, 24, 30, 38 y 46 no
presentaron amplificacién
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4.2.4 Analisis de relaciones genéticas.

Los resultados de SSR permiten la comparacion de los cultivares entre si para
la blsqueda de relaciones entre ellos. Para esto, los genotipos son agrupados en base
a los estadigrafos mas adecuados y se puede inferir que cultivar esta mas o menos
relacionado a ofro.

En el caso del arbol obtenido mediante el método de parsimonia, las formas de
construir un arbol a través del menor nimero de pasos pueden no ser Unicas, por [o
que es posible encontrar un mayor niimero de arboles que cumplan este requisito y no
un Arbol Unico. En este trabajo se encontraron 18 arboles igualmente parsimoniosos
que fueron posibles de construidos con 388 pasos. Esto no indica que uno sea mejor
que otro, sino que cualquiera de los 18 arboles puede explicar la mejor relacion de
similitud entre las muestras (variedades) estudiadas. En este caso se obtuvieron
topologias similares entre los 18 arboles.

Por lo tanto podemos ver que en los 18 arboles de parsimonia obtenidos se
tiene un Cl de 0,3041 indicando un nivel alto de homoplasia entre las muestras
analizadas, es decir, que aunque presentan caracteres (alelos) similares entre las
muestras, estos alelos pueden haber tenido una evolucién independiente. Esto tiene
sentido si se considera que aun cuando se describe un enorme nimero de variedades
para la especie, el fitomejoramiento se ha centrado en un nimero mucho mas reducido
de genotipos parentales que se han entrecruzado numerosas veces, o bien podria dar
cuenta que el nimero de progenitores ha sido més bien reducido, en el grupo de
variedades analizadas en este trabajo. En ellos hay 22 cultivares que tienen como
progenitor a ‘Golden Delicious’ (al menos 22 de los 56 cultivares, considerando que
doce de los 56 cultivares son de origen desconocido o sus padres son mantenidos en
reserva por derechos de propiedad intelectual). Otra variedad ampliamente usada en
programas de fitomejoramiento es ‘Red Delicious’ usada en la creacién de la variedad
‘Fuji.
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El indice de retencién es de 0,46 valor que no es alto, pero se encuentra dentro
del rango de valores obtenidos en estudios similares que generalmente ronda entre un
0,4 a un 0,6 de indice de retencién.

El arbol (nico obtenido por el método de vecino mas cercano mostré un alto
nivel de correspondencia con el de parsimonia, mostrando de esta forma consistencia
de los datos colectados. Ambos arboles fueron construidos como arboles no
enraizados, es decir no se infirié la presencia de un ancestro conocido dentro del grupo
de muestras a analizar desde la cual divergieron de! resto de variedades de la
coleccidn analizada. Es considerado habitualmente que los arboles no enraizados son
mas “correctos” (ajustados a la realidad) que los arboles enraizados, pero al no
presentar un ancestro comdn pueden ser menos informativos que estos ultimos.

En este trabajé se realizd un anélisis con 100 pseudo-replicas, donde se
observa la separacion de cuatro grupos con un alto nivel de bootstrapping (sobre 95%).
A pesar de esto, la mayorfa de los cultivares no pudieron ser resueltos [o que indica
que se requiere de mas informacién para tener una buena reconstruccién filogenética o
estimacién de las relaciones genéticas entre las muestras de la coleccién, lo que se
lograria con un mayor nimero de caracteres por muestra, lo que se logra utilizando un
mayor niimero de marcadores de SSR para el analisis.

En trabajos similares de diferenciaciéon de cultivares de manzanos, habitualmente
se han presentado arboles filogenéticos para mostrar la similitud genética entre los
cultivares, pero los resultados no siempre tienen relacién con descriptores fenotipicos.
Por ejemplo, GUARINO et al. (2006) estudiaron 48 cultivares de manzanos junto a ocho
cultivares antiguos bien conocidos, realizaron un andlisis de agrupamiento mediante
UPGMA para crear un dendograma basado en distancias genéticas que no mostré una
relacién con caracteristicas morfolégicas de los genotipos estudiados. Por el contrario,
HOKANSON et al (1998) realizaron también un andlisis basados en el algoritmo de
agrupamiento UPGMA para encontrar relaciones genéticas entre sus cultivares,
encontrando buena relacién entre los datos genéticos con el pedigree descrito y los
origenes geogréaficos de los cultivares.

57




la comparacion de resultados con lo obtenido por los dos trabajos antes
mencionados es dificil, debido a que en ambos casos los cultivares estudiados son en
su mayoria distintos a los utilizados en esta tesis. En el estudio por parte de GUARINO
et al. (2008) de los 48 cultivares italianos de manzanos, ninguno de estos cultivares
fueron utilizados en esta tesis y en el caso del trabajo de HOKANSON et af (1998) sdlo
se coincide en [os cultivares ‘Granny Smith’, un clon de ‘Gala’ y un clon de ‘Fuji'. Esto
no permite una comparacion directa entre arboles filogenéticos entre os tres trabajos.

425 Analisis de diversidad intra-varietal mediante S-SAP.

Después de determinar que no era posible diferenciar clones mediante SSR, se
utilizé una técnica de marcadores moleculares bastante reciente denominada S-SAP.
Esta técnica, descrita originalmente por WAUGH et al. (1997) al buscar la distribucion
genética de elementos retro-transponibles del tipo Bare-1 en cebada, consiste en una
reaccién de PCR que combina la metodologia de AFLP con los conocimientos
recientes de retro-transposones. En el citado trabajo encontraron un buen nimero de
bandas polimérficas al analizar una poblacién F1 de un cruce entre cultivares de
cebada, que previamente habia sido extensivamente mapeada con RFLPs, RAPDs y
AFLPs. Otra caracteristica observada, fue la presencia de un menor ntimero de bandas
que en AFLP, lo que facilitaba el trabajo sin perder informacién debido a la presencia
de banda polimérficas.

A partir de este trabajo, el uso de S-SAP se extendié a otro tipo de plantas,
incluidos los frutales, para buscar diferencias en variedades y cultivares indistinguibles
con los marcadores moleculares de uso tradicional o encontrar nuevos metodos para
su uso en mapeo. NAGY et al. (2003) utilizaron S-SAP para el mapeo genético y fisico
en el brazo del cromosoma 1RS de centeno. BRETO ef al. (2001) uso S-SAP en
mandarinas (Citrus clementina) para distinguir entre clones originados por mutaciones
en cultivares propagados vegetativamente. Rico (2005) buscd nuevos retro-
transposones en citricos y utilizdé S-SAP para la deteccion de estos elementos
transponibles. En manzanos sélo el trabajé de VENTURI et al. (2005) se aboct a la
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caracterizacidon de clones mediantes S-SAP con resultados auspiciosos para
diferenciar algunos clones de las variedades 'Gala’ y ‘Braeburm’.

En este trabajd, sin embargo, no fue posible encontrar polimorfismos entre los
clones de los grupos ‘Fuji' y ‘Gala’, para una combinacién de 16 partidores Msel con el
partidor de retro-transposon LTR1 disefiado por VENTURI et al. (2005) a partir del tinico
retro-transposén disponible de manzanos encontrado por YAC et al. (2001). Si fue
posible diferenciar claramente entre las variedades y los grupos clénales con los que
se trabajé; ‘Fuji', ‘Gala’, ‘Excel’, ‘Pink Lady’ y ‘Early Granny Smith’, pero en el caso de
los clones las pocas diferencias que se encontraron en cada ensayo demostraron no
ser reproducibles al realizar nuevas digestiones, ya sea con las mismas muestras
obtenidas originalmente o con los nuevos muestreos obtenidos una segunda
temporada. Esto se realizo6 también, un conteo de las bandas amplificadas por la
reaccion de PCR de S-SAP para cada una de las combinaciones de partidores, con un
valor minimo promedio de 23,8 bandas para la combinacién LTR1 + Msel C4 y un
valor méximo promedio de 93,6 bandas para la combinacion LTR1 + Msel C15. Esto
indica que en las reacciones de S-SAP se observa un nimero de locis significativos
que pueden ser usados para distintos tipos de andlisis genéticos de la especie, con
cantidades de fragmentos amplificados obtenidos similares o mayores a lo se puede
obtener con AFLP.

Entre las medidas tomadas inicialmente para buscar mejor reproducibilidad
estuvo el uso de enzimas de restriccion que no fueran sensibles a la metilacion, como
lo es Msel, ya que diversos trabajos con AFLP han demostrado que utilizar una enzima
de este tipo produce patrones de bandas diferenciales indeseables, més relacionadas
a cambios epigenéticos que a modificaciones genéticas propiamente tales. XU et al.
(2000) trabajaron con los isosquisémeros Hpall (sensible a la metilacion) y Mspl (no
sensible a la metilacién) encontrando una diferencia de hasta un 25% en el total de
bandas de AFLP. También, siguiendo el protocolo de WAUGH et al. (1997) se realizaron
digestiones dobles con las enzimas EcoRl y Msel, y no por separado como se hacen
habitualmente en AFLP.
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En conclusién, los resultados de S-SAP no fueron concluyentes, por lo que no
se descarta la posibilidad de encontrar S-SAP en estos grupos de clones. Sin embargo,
antes de proseguir estos analisis es necesario optimizar mas la técnica de S-SAP para

aumentar su reproducibilidad.
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V. CONCLUSIONES

En este trabajo se analizaron 56 cultivares de manzanos con 17 marcadores de
microsatélites (SSR), determinandose el patron alélico y el tamario en pares de bases
de cada uno de ellos.

Los andlisis estadisticos de los 17 marcadores utilizados mostraron un
promedio de siete alelos por marcador y un valor de He promedio de 0,73, resultados
que son similares a los encontrados en estudios de otras colecciones de manzanos.

Se identificaron los marcadores mas efectivos para la diferenciacion de
cultivares de origen genético; con sélo tres marcadores (CHO02c11, CHO3g07 y
CH03d02) es posible diferenciar a todos ellos, exceptuando a los cultivares clonales.
Se realizaron también analisis de similitud genética mediante la construccion de
arboles de parsimonia y de “vecino mas cercano”, con lo que se pudo agrupar los
cultivares de acuerdo a su nivel de similitud.

El anélisis con S-SAP confirmé las diferencias genéticas detectadas mediante
marcadores SSRs entre cultivares de origen genético, pero no permitié establecer
diferencias genéticas consistentes entre los cultivares o lineas clonales evaluados
(grupos ‘Fuji’ y ‘Gala’), aun cuando se analizé un nimero apreciable de amplicones,
entre 515 para el cultivar ‘Pink Lady’ y 580 para los distintos cultivares de tipo ‘Gala’.

En resumen, de acuerdo a la hipétesis planteada se comprobé que existe una
alta heterocigosidad en el genoma de las distintas variedades de manzanos
considerando los marcadores de microsatélite estudiados, lograndose identificar de
forma exitosa los cultivares de origen genético. Sin embargo, no fue posible la
diferenciacién consistente entre cultivares originados por mutaciones somaclonales
mediante el uso de marcadores moleculares basados en elementos méviles del tipo
retro-transposén
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V. PROYECCIONES

1) La informacién generada en este trabajo se considera la suficientemente sdlida

2)

3)

desde el punto de vista cientifico, estando disponible para ser transferida a
empresas especializadas en analisis genético, con el propésito de efectuar la
identificacion varietal de manzanos como un servicio, cuyos principales
usuarios serfan los productores de plantas (viveristas) y los productores y
exportadores de fruta.

Considerando [o anterior, es deseable ampliar el estudio a un mayor nimero de
genotipos, lo que permitiria generar una base de datos méas amplia de distintas
variedades de interés comercial y agronomico.

Para continuar la busqueda de un sistema eficiente que logre diferenciar e
identificar cultivares de origen clonal, seria deseable enfocarse en el andlisis de
genes candidatos y sus regiones de regulacién, asi como de factores de
transcripcién que puedan estar relacionados a caracteres usualmente variables
entre clones, como color de piel y tamario de frutos.
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