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RESUMEN

En este trabajo, enmarcado dentro de los proyectos nacional RT12018-094176-
R-C31 y C32, se ha llevado a cabo una evaluacion de la susceptibilidad a Monilinia
fructicola (G. Winter) Honey, en 85 cultivares espaiioles de melocoton (Prunus persica
L., Batsch) de la Coleccion Nacional de Referencia del CITA de Aragon (Zaragoza).
Los principales objetivos de este trabajo son la caracterizacion del material local
existente en esta coleccion, la identificacion de fuentes de tolerancia y atributos de
calidad del fruto de interés, asi como avanzar en la comprension de los factores
implicados en la susceptibilidad a esta patologia postcosecha. Los resultados obtenidos
en este trabajo muestran una gran variabilidad en la susceptibilidad a la infeccion por
M. fructicola en el germoplasma local estudiado. Paralelamente, se ha llevado a cabo el
genotipado masivo de todas las variedades estudiadas mediante la version 2 del chip de
SNPs de melocotonero de Illumina ‘peach SNP chip (9+9K)’. Una vez obtenidos los
datos genotipicos y fenotipicos, el analisis de asociacion del genoma completo (GWAS)
nos ha permitido identificar varias zonas del genoma asociadas con el control de la
susceptibilidad a la podredumbre parda por M. fructicola.

INTRODUCCION

La podredumbre parda, causada por Monilinia spp. es una de las enfermedades
econdmicamente mas importantes en frutas de hueso. En Espafia, M. laxa y M. fructicola han
sido los patogenos mas recurrentes desde la desaparicion de M. fructigena de Espana en 2010.
M. fructicola es actualmente la especie predominante en el Valle del Ebro. Se estima que la
infeccion por podredumbre parda puede causar la pérdida de mas del 60% de la cosecha
(Villarino et al., 2016), lo que representa enormes pérdidas econdémicas para los productores.

A pesar de que la utilizacion de fungicidas es actualmente la estrategia de control mas
utilizada, la tolerancia o la susceptibilidad reducida es la estrategia mas segura y sostenible para
el medio ambiente para reducir la incidencia de esta y otras fisiopatias fungicas en frutales. En el
caso de podredumbre parda, se ha observado cierto grado de tolerancia frente a Monilinia spp.
en la variedad local brasilefia ‘Bolinha’, asi como en algunas selecciones avanzadas (Martinez-
Garcia et al., 2013).

Sin embargo, ni los mecanismos de tolerancia a la podredumbre parda ni su control
genético estan dilucidados. Estudios previos han relacionado los altos niveles de fenoles y la
actividad de la enzima polifenol oxidasa, asi como cuticulas mas gruesas con una menor
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susceptibilidad a Monilinia spp. (Gradziel et al., 2003; Villarino et al., 2013). Asi mismo,
estudios previos han descrito la resistencia/susceptibilidad a podredumbre parda como un
caracter poligénico de naturaleza cuantitativa (Martinez-Garcia et al., 2013; Bar6-Montel et al.,
2019), y se han identificado QTLs y genes candidatos en distintas zonas del genoma asociados
con este caracter (Fu et al., 2021).

En este trabajo, hemos utilizado la coleccion de variedades de melocotonero de origen
espainol del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon (CITA) con el fin
de analizar la tolerancia/susceptibilidad a podredumbre parda de este material, asi como un
analisis de asociacion del genoma completo (GWAS), con el fin de identificar las zonas del
genoma asociadas con este caracter.

MATERIAL Y METODOS

Las evaluaciones se llevaron a cabo durante dos campafas (2019-2020) utilizando 85
cultivares (82 espanoles + 3 extranjeros; 2 arboles por cultivar) de la coleccion nacional de
melocotonero del CITA (Zaragoza). La coleccion consta de 12 cultivares ‘non-melting” y 73
‘non-melting, de los cuales 7 son paraguayos, 2 nectarinas y 76 melocotones, 26 de carne blanca
y 59 de carne amarilla. Los arboles se plantaron en 2010, injertados sobre el hibrido melocotén x
almendro 'Garnem'.

Los frutos fueron cosechados en madurez comercial. La susceptibilidad del fruto a la
infeccion por Monilinia fructicola (Winter) Honey se evalu6 mediante inoculacidon controlada.
La cepa utilizada en este estudio (CPMC3) fue proporcionada por el grupo de Patologia
Postcollita del IRTA (Lleida, Cataluiia, Espafia). Para las inoculaciones se usaron veinte frutos
sin defectos de cada arbol y madurez similar. La inoculacion sin herida se realiz6 siguiendo el
protocolo de Martinez-Garcia et al. (2013). Los diametros de las lesiones (mm) se registraron 5
dias después de la inoculacion y tras incubacion a 20 °C en oscuridad y alta humedad (100%).
Para cada variedad se calculd el indice de severidad de la enfermedad (DSI) siguiendo el
protocolo de Fu et al., (2021) con modificaciones, y se promedié para los dos arboles por
variedad.

Se genotiparon 85 accesiones de melocotonero de la coleccion nacional con el nuevo
chip de SNPs de alta densidad (9+9K). Las lecturas del chip fueron procesadas en
GenomeStudio v.2.0.5. (Illumina Inc., San Diego, CA, EEUU) y se filtraron los SNPs en
ASSIST v1.02 y se eliminaron aquellos SNPs con una frecuencia del alelo menos comtin (MAF)
inferior al 5%. Para el estudio de asociacion de genoma completo (GWAS) se utilizaron 3
datasets (2019, 2020 y la media de ambos afios). Para los analisis se utilizaron los paquetes de R
“GAPIT” v.3.1. (Lipka et al., 2012) y “mrMLM” v.4.0 (Zhang et al., 2020). Se emplearon los
modelos “single-locus” GLM y MLM, los modelos “multi-locus” MLMM, BLINK y FarmCPU
del paquete GAPIT, y mrMLM, FASTmrMLM, FASTmrEMMA, pLARmEBB, pKWmEB,
ISIS y EM-BLASSO del paquete mrMLM. En todos los modelos se utilizo6 una PCA de la
estructura de poblacion calculada en GAPIT/mrMLM como covariable. Las asociaciones
significativas marcador-caracter se determinaron utilizando la correccion de Bonferroni con a =
0.05 en el caso de los andlisis realizados en GAPIT y con un LOD score > 3 en los analisis
realizados en mrMLM. Se consideraron como asociaciones fiables aquellas detectadas por al
menos dos modelos y/o dos datasets. Finalmente, se realizd una busqueda de genes candidatos
alrededor de las asociaciones fiables (+-50 Kb) y de su enriquecimiento funcional a través de un
script de creacidbn propia utilizando el genoma de referencia Prunus persica v2.1
(https://www.rosaceae.org/species/prunus_persica/genome_v2.0.al) 'y  sus  anotaciones
funcionales con InterProScan, “Gene Ontology” y “KEGG Pathways and Orthologs”.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados mostraron una variabilidad significativa en la susceptibilidad a la
infeccion por M. fructicola entre las variedades de melocotonero espafolas estudiadas, mientras
que no se observaron diferencias significativas entre distintas campafias. 'Rojo de Tudela' fue la
variedad menos susceptible, junto con 'La Escola' y 'Gallur', mientras que 'Borracho de Jarque'
mostrd la mayor susceptibilidad, seguido de dos tipos de paraguayo. Cabe destacar que cuatro
accesiones diferentes de 'Calabacero' se encontraron entre los diez cultivares mas susceptibles de
la coleccion. Los DSI obtenidos en este trabajo estan en el rango de otros trabajos que trabajan
con inoculacion sin herida y protocolos similares (Bar6-Montel et al., 2019; Martinez-Garcia et
al., 2013).

Se procesaron un total de 16,038 SNPs, de los cuales 11,119 (69.33%) se determinaron
de alta calidad para su uso en el GWAS. Se utilizaron datos de DSI de 52 individuos en el set de
2019, 62 individuos en el set de 2020 y 49 en el set de la media de ambos afios. Se realiz6 el
estudio de asociacion de genoma completo utilizando como correccion de Bonferroni un p-
value= 4.5 x 10 para los modelos utilizados en GAPIT. A través de los distintos modelos se
identificaron 9 SNPs con asociaciones significativas, distribuidos en los cromosomas 1, 3, 5y 6
(Tabla 1). Tres de ellos se detectaron a través de 2 o mas modelos y/o métodos. El SNP
“Peach AO 0100138 del cromosoma 1 fue el detectado por més métodos y datasets como
significativo, estando situado en la posicion 33,041,231 pb. Los autores Martinez-Garcia et al.
(2013) también detectaron dos importantes QTLs asociadas a la resistencia a M. fructicola en el
cromosoma 1, situandose una de ellas alrededor de los 30 Mb.

La busqueda de genes en las regiones de estos 3 SNPs identifico un total de 40 genes. El
enriquecimiento funcional de estos detectd 705 anotaciones en las bases de datos identificando
familias de genes relacionadas con la resistencia a enfermedades (Martinez-Garcia et al., 2013;
Fu et al, 2021). Las anotaciones funcionales revelan genes relacionados con interacciones
planta-patdgeno, repeticiones ricas en leucina (LRR), respuesta a estrés y modificacion de la
pared celular (pectinesterasas).

Este estudio ha demostrado que existe una variabilidad natural significativa en la
susceptibilidad a la podredumbre parda causada por M. fructicola, y avanza en la comprension
de su control genético, lo que facilitara el desarrollo de herramientas valiosas para su aplicacion
en la seleccion de nuevas variedades con menor susceptibilidad a esta patologia postcosecha.
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TABLAS

Tabla 1. SNPs detectados como significativos en el analisis GWAS. Aquellos SNPs marcados en
negrita han sido identificados por 2 0 mas métodos y/o 2 o mas datasets.

Método Dataset SNP Ch.Posicion (pb)l’.value/LO\/IAF r2(%)
FarmCPU 2019 Peach AO 01001381 B3041231  B.13E-06 D.346153846
MLMM 2019  Peach AO 0100138 53041231 1.95E-06 D.346153846
MMM  Media Peach AO 01001381 B3041231  |.36E-08 D.336734694
FASTmrMLMR019  Peach AO 0100138 33041231  5.96 ).3462 58.1545
FASTmrEMMD019  Peach AO 0100138 33041231 54274 D.3462 50.6814
FASTmrMLMMedia Peach AO 0100138 53041231 k3778 D.3367 21,9419
FASTmrEMMMedia Peach AO 0100138 | 33041231 .81 ).3367 59.0521
FASTmrMLMR020  Peach AO 0101180 | 53552391  B.6828  D.2419 > 93E-11
LARmEB  Media Peach AO 0123004 | 12867441 B.2745  D.3061 27773
LARmMEB 2020  Peach AO 0123759 | 13165918 B.3074  D.2581 02,4035
Blink 5020 Peach AO 030912453 240372 b.62E-11 D.253064516
MLMM 2020  Peach AO 03091245 1240372 1.61E-08 D.258064516
FASTmrMLMMedia Peach AO 03091243 240372 13842 D.2449 56.1353
Blink h020  Peach AO 0372211 B 17054689 _ D.17E-07 D.39516129
[lefisso EN020  Peach AO 0575235 5 10891139  B.5684  D.2016 18,0644
LARmEB 019 Peach AO 0648336 b 15702977 B.039  D.3269 37.9605
Blink 5019 Peach AO 0648505 b 15798855 |.60E-08 D.25

SESASSO EN019  peach AO 06485055 15798855  6.6011 .25 R4.6598
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