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Resumen El ciruelo japonés (hibridos de Prunus salicina Lindl.) presenta un sistema de
incompatibilidad gametofitico que impide la autofecundacion y favorece la polinizacion cruzada. Este
sistema estd regulado por el locus multi-alélico S, formado por dos genes estrechamente ligados, uno
expresado en el pistilo (S-RNasa) y otro en el polen (SFB). La identificacion de los alelos S de
incompatibilidad es fundamental para conocer las necesidades de polinizacion de cada variedad y la
idoneidad de los parentales en programas de mejora. En las ultimas décadas, los alelos S se han
identificado por amplificacion de PCR de intrones con cebadores degenerados disefiados en regiones
conservadas en los exones de los genes S-RNasa y la posterior identificacion por tamafio de bandas.
Sin embargo, esta metodologia no es lo suficientemente precisa para aquellos genes que se diferencian
con poco polimorfismo de longitud. Para diferenciar los alelos de tamafio similar, se ha recurrido a la
clonacion de los genes SFB y S-RNasa seguida por secuenciacion Sanger. Aprovechando el
abaratamiento de los métodos de secuenciacion masiva de nueva generacion (NGS), hemos
desarrollado una metodologia bioinformatica que nos ha permitido identificar de forma mas precisa
los alelos S que no se podian diferenciar con los métodos anteriores. En este trabajo se han identificado
los alelos S en las variedades de ciruelo japonés ‘Joana Red’ y ‘Ambra’ tanto por tamafio de bandas
como por clonacion y/o NGS. Las tres técnicas se han revelado complementarias, permitiendo la
determinacion del genotipo S y su agrupacion inequivoca en el correspondiente grupo de
incompatibilidad.

INTRODUCCION

El ciruelo japonés esta conformado por variedades puras de P. salicina Lindl. e hibridos de P. salicina
con otras especies de Prunus (Guerra & Rodrigo, 2015), y presenta un sistema de incompatibilidad
gametofitica (GSI) que previene la autofecundacion y promueve la polinizacion cruzada (De
Nettancourt, 2001). Este sistema de incompatibilidad esta regulado por un locus S multi-alélico,
formado por dos genes estrechamente ligados: el gen de la ribonucleasa S-RNasa, que se expresa en
el pistilo y determina su especificidad (Tao et al., 1999), y el gen de la proteina SFB con una caja F,
que determina la especificidad del polen (Ushijima et al., 2003). Este mecanismo condiciona tanto la
auto(in)compatibilidad de cada variedad como las relaciones de incompatibilidad entre variedades, ya
que las variedades auto-incompatibles con el mismo genotipo S son incompatibles entre si, siendo
necesario el cruce con otras variedades compatibles para fructificar (Herrera et al., 2021).
Inicialmente, los métodos para caracterizar la reaccion de incompatibilidad implicaban la polinizacion
manual y la observacion del crecimiento de los tubos polinicos bajo un microscopio de fluorescencia.
Posteriormente, la identificacion de los alelos S-RNasa y SFB por clonacion y secuenciacion de los
genes permitid obtener las primeras secuencias del alelo S, a partir de las cuales se desarrollaron
diferentes técnicas de PCR (Halasz et al., 2006; Yamane & Tao, 2009). Asimismo, para determinar el
haplotipo S se disefiaron cebadores degenerados trans-especificos que permitieron la identificacion de
los alelos por tamafio de bandas amplificadas por PCR y que reflejaban el polimorfismo de longitud
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de los 2 intrones de la S-RNasa. Hasta la fecha se han descrito 57 alelos S (42 S-RNasa y 15 SFB)
(Hedhly et al.,, 2023), lo que ha permitido asignar mds de 200 variedades a 26 grupos de
incompatibilidad (Guerra & Rodrigo, 2015). Los tltimos avances en las técnicas de secuenciacion del
genoma completo mediante secuenciacion de nueva generacion (NGS) estan abriendo nuevas vias y
enfoques para el desarrollo de procedimientos de genotipado S (Genete et al., 2020).

En este trabajo se han identificado los alelos S en ‘Joana Red’ y ‘Ambra’ para comparar el avance de
las metodologias tanto por tamafio de bandas como por clonacion y NGS para la determinacion de su
genotipo S.

MATERIAL Y METODOS

Se extrajo ADN de hojas jovenes de las variedades 'Joana Red' y ‘Ambra’. Para el material vegetal
procedente de La Orden, Badajoz (CICYTEX) se utilizé el kit comercial Speedtools (Biotools,
Madrid, Espafia) y para el material vegetal procedente de La Almunia, Zaragoza (Viveros Mariano
Soria) se utiliz6 DNeasy (Plant Mini Kit, Qiagen, Hilden, Alemania) con una modificacion en los
primeros pasos con CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide) para la precipitacion de los acidos
nucleicos.

Determinacion de Alelos S por Tamaiio de Bandas

Las reacciones de PCR para identificar S-RNasas por electroforesis se realizaron en un volumen de
20 pl por muestra, que contenia 2,0 mM MgCl,, 0,1 mM dNTP, 0,2 uM de cada cebador y 0,5 U de la
ADN polimerasa Tag DNA Polymerase native (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, EE. UU.). La
amplificacion se realizdé como esta descrito en Tao et al. (1999) y se usaron los cebadores Pru-C2 y
Pru-C5rev. Se separaron los fragmentos amplificados mediante electroforesis en gel de agarosa 1,5%.

Determinacion de Alelos S por Clonacion

Se realizaron las reacciones de PCR para la clonacién de las S-RNasas y SFBs en un volumen de 50
ul, con las concentraciones descritas en el apartado anterior y las mismas condiciones del
termociclador para S-RNasa. La amplificacion de los SFBs se llevd a cabo como estd descrito en
Zhang et al. (2007) y se usaron los cebadores PsSFB-F1 y PsSFB-R1. Los fragmentos
correspondientes a los alelos se purificaron utilizando FavorPrep Gel/PCR (Favorgen Biotech
Corporation, Ping-Tung, Taiwén). La clonacion se realizo utilizando CloneJET PCR Cloning Kit con
células competentes DH10B (Thermo Scientific, St Leon-Rot, Alemania). Se secuenciaron por
secuenciacion Sanger y el analisis de secuencias se realizd con el software Geneious Prime 2024.0.5.

Next -Generation Sequencing (NGS) y Reconstruccion del Locus S

El ADN extraido (50-200 ng/uL) se utilizé para secuenciar con el sistema Illumina NovaSeq 6000 a
100x de cobertura usando 150-pb de lecturas finales emparejadas. Las secuencias obtenidas se
filtraron contra una base de datos de Prunus S-loci (1374 secuencias seleccionadas de Prunus S-RNasa
y SFB) utilizando el algoritmo 'kmerRefFilter' (Genete et al., 2020). Se retuvieron solo las lecturas
coincidentes con secuencias de los loci S del género Prunus. Las lecturas gendmicas filtradas de cada
cultivar se ensamblaron de novo utilizando Spades y VelvetOptimiser y se analizaron en Geneious
Prime. Se realiz6 un analisis BLAST y se identificaron los 4 alelos de cada genotipo, y se retuvo
aquellas secuencias ensambladas con alta similitud a secuencias depositadas en el NCBI. Los
alineamientos de secuencias de nucleétidos y de aminoacidos se llevaron a cabo con Clustal Omega
1.2.2.

RESULTADOS Y DISCUSION
Para confirmar los genotipos obtenidos anteriormente utilizando combinaciones de cebadores
degenerados ‘Joana Red’ (SrSs) y ‘Ambra’ (SbSo) (Guerra et al., 2009), en este trabajo se clono y se
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secuencid por el método Sanger muestras de ambas variedades. Se obtuvieron secuencias parciales de
los alelos SFBe/SFBc (Figura 1) y Sc-SRN en ‘Joana Red’, y solo el alelo SFBb en ‘Ambra’. Los
alelos obtenidos en ‘Joana Red’ no coinciden con el genotipado realizado por polimorfismo de bandas,
lo que puede deberse a errores en la denominacion del material vegetal en las distintas plantaciones o
la existencia de homonimias (Guerra et al., 2009), ya que las muestras utilizadas en ambos trabajos
son de diferente procedencia [La Almunia, Zaragoza, en este trabajo, y de La Orden (CICYTEX,
Badajoz en (Guerra et al., 2009)]. Para abordar esta discrepancia, se secuencid el genoma de las dos
variedades en material procedente de La Orden, y se determind su genotipo ensamblando de novo los
alelos de auto-incompatibilidad. Las secuencias de alelos S obtenidas en ‘Joana Red’ representan
alelos con secuencias no descritas anteriormente, y por tanto confirman el genotipo de ‘Joana Red’ -
La Orden como SrSs (Guerra et al., 2009). Estas secuencias tienen alta similitud con alelos S de otras
especies de Prunus como haplotipo 3 en P. persica (SFB3), los haplotipos 5 y 11 en P. armeniaca
(SFBI11, SFB5), el haplotipo 12 en P. cerasifera (S12-RNasa), y el haplotipo 16 en P. tenella (SFB16).
El hecho de que el genotipo ‘Joana Red’ - La Orden difiere del genotipo de ‘Joana Red’ - Zaragoza
establecido por secuenciacion Sanger indica que se trata de homonimias y no son la misma variedad.
Por otro lado, en ‘Ambra’, se obtuvo los haplotipos SHSe, confirmando solamente uno de los dos alelos
descritos anteriormente (Sb).

Estos resultados han puesto en evidencia algunos inconvenientes del método tradicional de genotipado
por PCR-electroforesis, asi como de la clonacion y secuenciacion Sanger de alelos S. Asi como los
pro y contras de cada una de las técnicas utilizadas para genotipado. Las tres técnicas utilizadas en
‘Joana Red’ y ‘Ambra’ se han revelado complementarias y su efectividad depende de factores como
el origen del material vegetal, y la disponibilidad en la base de datos de secuencias similares en el
género Prunus.
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Figura 1. Clonacion del alelo SFBc de ‘Joana Red’. La secuencia esté alineada con la secuencia SFBc
(BAF91847). Estan representadas las regiones F-box, variables (V1, V2) e hipervariables (Hva, Hvb).
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