Analisis de la estructura gendmica del locus S en Prunus armeniaca L. identificaciéon y
secuenciacion de dos alelos S

Romero C', Vilanova $', Soriano JM', Burgos L, Llacer G', Badenes ML!

!nstituto Valenciano de Investigaciones Agrarias. Apdo. 46113 Moncada, Valencia
svilano('ivia.es

* Dpto. de Mejora Genética y Patologia Vegetal. CEBAS-CSIC, 4195-30.080 Murcia

El albaricoquero, como el resto de las Rosaceas, liene un sistema gametofitico de auto-
incompatibilidad controlado por un solo locus, altamente polimérfico, llamado locus §
(Burgos et al., 1998). El locus S contiene un gen que codifica glicoproteinas con activi-
dad ribonucleasa en los pistilos y un gen desconocido que controla la funcion del polen.
La adecuada caracterizacién del locus S es fundamental para la comprension de las ba-
ses moleculares de la autoincompatibilidad en Rosaceas. Ademas, la determinacion del
genotipo S es muy util para seleccionar polinizadores compatibles y facilitar los pro-
gramas de mejora. La identificacion y caracterizacion de los alelos S en almendro y ce-
rezo (Tao et al,, 1997 y 1999) ha permitido realizar esta determinacién de una forma
rapida mediante PCR. El uso de genotecas ha facilitado también la identificacion de
genes del locus S (McCubbin et al., 2000). Este trabajo describe la identificacion y carac-
terizacion de los alelos S1y 52 de albaricoquero a partir de una genoteca BAC (Bacterial
Artificial Chromosome) construida con la variedad ‘Goldrich’ (Vilanova et al., 2002).

MATERIALES Y METODOS

I.a sonda C6-C5 (=300 pb) se amplificé mediante PCR usando ADN genomico de
albaricoquero y los cebadores Pru-Cé y Pru-C5, disenados a partir de regiones conser-
vadas en las secuencias de los ADNs codificantes de S-ARNasas de cerezo (Vilanova et
al., 2002). Los filtros de la genoteca BAC de albaricoquero se hibridaron con esta sonda
marcada con o°P dCTP. El ADN de los clones positivos detectados se extrajo mediante
lisis-alcalina, se digirio con Hindlll, se separo electroforéticamente en un gel de agarosa
al 0,7% y se transfirié a una membrana de nylon, hibridandose después con la sonda
C6-C5 marcada con digoxigenina. Los fragmentos de ADN positivos detectados se aisla-
ron a partir de geles de agarosa y se subclonaron en el vector Bluescript cortado con
HindlIL Los clones obtenidos estan siendo secuenciados en el servicio de secuenciacion
del IBMCP de la UPV utilizando el cebador universal T7 y cebadores especificos dise-
nados a partir de las secuencias consenso obtenidas para cada grupo de clones. Estas
secuencias se estan comparando mediante analisis Blast y Blast X con las existentes en
bases de datos.

RESULTADOS

El cribado de la genoteca BAC con la sonda C6-C5 identifico 8 clones positivos.
Los resultados obtenidos con FPC V6.2 (Fingerprint Contig software) mostraron la pre-
sencia de un solo “contig” y la estimacion del tamano de los insertos mediante la diges-
tion con Notl ha permitido establecer que el conjunto de estos 8 clones cubre aproxima-
damente unas 180 kb de la region cromosémica que contiene el gen S-ARNasa. La
digestion con HindIll del ADN de los 8 clones se hibrid6 de nuevo con la sonda C6-C5
identificando dos bandas positivas de alrededor de 6,6 y 6,0 kb en seis y dos de los clo-
nes BAC respectivamente. Estos fragmentos se subclonaron en el vector bluescript y la
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secuenciacion parcial de los clones obtenidos demostr6 que todas las bandas de 6,6 kb
eran idénticas entre si pero distintas a las de 6,0 kb. Para obtener la secuencia completa
de estos fragmentos se escogieron 4 clones del primer grupo (con la banda de 6,6 kb):
Al-4, D1-3, G1-9, H1-12; y 2 del segundo (con la banda de 6,0 kb): B1-7 y F1-3. Las se-
cuencias consenso obtenidas a partir de estos clones, llamadas G1 y G2, se compararon
mediante andlisis Blast y Blast X con las existentes en bases de datos, verificando que se
trata de S-ARNasas que presentan una elevada homologia con las obtenidas a partir de

Prunus avium y Prunus amygdalus e incluso con las de otras especies mas alejadas como
Nicotiana alata.

DISCUSION

Aunque la tipificacién molecular de los alelos S ya se ha conseguido en almen-
dro y cerezo (Tao et al., 1997 y 1999), en albaricoquero todavia no se habian identificado
y hasta ahora para genotipar cultivares se usaban los ensayos de ribonucleasas estilares
(Burgos et al., 1998). El desarrollo de las técnicas para la construccién de genotecas ya
ha permitido la identificacion de fragmentos genémicos ligados al locus S en Petunia
inflata (McCubbin et al., 2000). Con el fin de encontrar la regién genémica del locus S en
albaricoquero se crib6 una genoteca BAC usando una sonda (C6-C5) homologa a los
alelos S de cerezo (Vilanova et al., 2002). Los ADNs de los 8 clones positivos detectados
se digirieron e hibridaron con la sonda C6-C5 identificando dos bandas positivas de
tamano diferente. Este patron puede deberse al polimorfismo del locus S ya que los
genes identificados en Prunus que codifican ARNasas contienen intrones de longitudes
distintas (Tao et al., 1999). Teniendo en cuenta que las secuencias consenso G1 y G2,
correspondientes a los dos grupos de clones obtenidos, presentan una alta homologia
con las de los alelos S presentes en bases de datos, y que la genoteca BAC utilizada en
este trabajo fue construida usando ADN del cultivar ‘Goldrich’, cuyo genotipo es 5152
(Burgos et al., 1998), las dos bandas positivas obtenidas deben corresponder a los alelos
S1y S2. En el futuro la caracterizacion completa de la regién genémica del locus S en
albaricoquero permitird desarrollar un sistema de tipificacion molecular de alelos S de
gran aplicacién en programas de mejora y ampliara nuestra comprension de la biologia
de la polinizacién en Roséceas.
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