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1.

Identificacion varietal actual y futura.
Objetivo 1 proyecto GOCITRUS
Protocolo de identificacion generalizado por GOCITRUS.

Marcadores moleculares: tipos y usos.

Lo 28

Ejemplos aplicados:
- Nules-Arrufatina-Nero.
- 3 Clones comerciales
-  W.Murcott-Tango
Coste de obtencién y uso de marcadores.
Validez del protocolo
Review: antes y después de GOCITRUS.
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Identificacion
(marcadores)

(sustancia medible: brix, acidez)

(forma hoja, fruto...)

AMBIENTE

Molecular (secuencia de ADN)

AMBHQTE

Actual

AGRONOMICAMENTE
(DHE)

Brix, Acidez, forma hoja,
fruto...

A

Determinan Si un material
vegetal puede registrarse
como variedad comercial

CPVO-TP/201/2 (Pomelo-pummelo)
CPVO-TP/201/1 (Mandarinas)
CPVO-TP/202/1 (Naranjas)
CPVO-TP/203/1 (Limas-limones)

Corto plazo

A

AGRONOMICAMENTE
(DHE)

Brix, Acidez, forma hoja,
fruto...

+

MOLECULARMENTE
(ADN)

Cambios en la secuencia de
ADN

<

Creacion
Unidad Identificacion
Varietal Molecular

Sub-objetivo GOCITRUS




» Objetivo 1 proyecto GOCITRUS: Generalizacion sistema identificacién
apoyado en base de datos Citruseq.

R3: Secuenciacion de variedades no incluidas en la base de datos Citruseq/Citrusgenn.
> 25% mandarinas comerciales espaiolas.
> 10% naranjas comerciales espafiolas.

R4 Obtencion de marcadores moleculares de nuevas variedades seleccionadas
Al menos 1 marcador inequivoco de:
o 25% variedades de mandarinas
o 10% de naranjas dulces
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3. Protocolo de identificacion generalizado por GOCITRUS.
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0 Marcador Molecular = Biomarcador Genético = Marcador Genético
FRAGMENTO DE ADN LOCALIZADO

0 ADN

L . . .
Cromosoma

Llegada Salida
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El orden de las bases determina el mensaje.

Un cambio en una letra o un orden de palabras cambia el mensaje
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0 Utilidad de los marcadores moleculares

» Seleccion Asistida por Marcadores (SAM)
* Identificacion @ CERTIFICACION VARIETAL, trazabilidad

v EL ADN ES EL MISMO EN TODAS LAS CELULAS DE CADA SER VIVO
v' EL ADN NO CAMBIA ENTRE TEJIDOS O EDAD. - AMPENTE

v' Cualquier material vegetal: hoja, raiz, pulpa, zumo...
v' Cualquier especie, variedad...

v' Cualgquier momento de desarrollo de la planta: plantula, adulto

-

Planton Arbol
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POR CRUCE POR MUTACION
* Dos especies remotas « Espontanea
* Hibridos inter e intraespecificos. e Inducida
* Padre/Hijo Ejemplo: Clementina Fina y Clemenules
%Distancia genética X- Distancia genética
- Biomarcadores genéticos - Biomarcadores genéticos
- AFLPS, RAPDS... x - AFLPS, RAPIDS...
%/ _____ SSR (microsatelites) . —— 3 -SSR (microsatélites). :
' V> \Variaciones estructurales /’RequiereN\‘ /- Variaciones estructurales

V' Indels (Secuenciacién/ VS e

V- sNe Se s - SNP

55_-_!—’




4. Marcadores usados en el protocolo generalizado por GOCITRUS.

v SNP (Single Nucleotide Polymorphism) v INDEL (INsercién, DELecién)
Cambia una letra Pérdida o ganancia de unas pocas letras.

ATTTTTI|ICEE GTAAT 7 TAATTCTACGATGGTTTTCTTCACCAAG

TAATTCTACTTTTCTTCACCAAG

){W\N\M Elegante
TAATTCTACGAGGTGGTTTTCTTCACCA

El perro se comi6 la comida de la abuela

ATTTTTQYPTIT GTAAT

ﬂn n r M nﬂ Elefante El perro se comié6 a la abuela

v VARIACIONES ESTRUCTURALES

Pérdida, Ganancia o reoganizaciones (Inversion, translocacion) de
fragmentos de cientos, miles o millones de letras.

El perro se comié6 la comida del abuelo

La comida del perro se la comié el abuelo




4. Protocolo de identificacion generalizado por GOCITRUS.

1. Secuenciar Qllené)ma (variedad) . Seleccion, Interpretacion y reconstruccion in
U g . .
| silico secuencia variedad A.

IR

!
ADN Fragmentos pair-end fragmentos . . i
@ e e 5. Verificacion variantes en bancada por PCR.
P —— S Too——==: e e Disefio oligonucleétidos. Sec Pto.

. . CATTCTGTAATGTTTATGTGTAGATTCTAGCTCAAAGGGTTTCGCTGTTTGATTATGAGCTTGTTG
2_ A||near con referenCIa. ........... GGGAAACCAAGGGAAGAGAAGGTTGATTGCTTTTGGAAAGTTTGCTGGTAGAGCTGCCATAATTGAC
Simomies AGGCCAGCGTATTGTCACGGGATGAGTGTTTTGCGCAGCTAAg%;fTGCGGCAC

CCGAATGTTGCTAAGTAAGCCTAGAGATTCTCGGAATAGAGAAGAGAGCAATTGAG
CTTGTATTGCACAAAGAGAGATTACAATGCTTGTTGTAGTGTTTG TIGGATACA/

wbroadinstitute.org ,/
i | | CAAAGAA
: : = , ; TGCCT.
- = 3 e : GTTCCYAGAATTCTAGATATT

GCCATCCCATATTTATAGGGGAGGCTTGCCAAGCTCTAGAGATTCTAGAG. CTACCA

Sgagas

GACTTGT TGAAAGGATTAGGCCAGCG TATTGTCACGGGATGAGTATTTTGCGCAGCT

3. Cémparar genomas E M’U\M\N V\ﬂn WMM&MMM AiWWMNW\ﬂ

Base datos: CITRUSEQ-CITRUSGENN ¢, Verificacion con muestras ciegas.

v SNPs: .vcf
v INDELs: .vcf
v" VE (Dup/Del), (Trans/Inv):
Scripts; .bam, .tdf, LOH...etc PERMITEN DISCRIMINAR ENTRE

Especies Hibridos Mutaciones
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« >950% genomas procedentes de mutacion tienen variaciones estructurales.
'/' ------------------------------------ \: :/ ------------------------------------------ \| :/ ---------------------
; Clemenules | Parental ' i W.Murcott

| AT Y b I

. Arrufatina Nero | Clon1 Clon 2 Clon3 | TANGO

-------------------------------------------------------------------------------------------------

= -
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Identificacion
iInequivoca
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Fonto Garpe Al

Clemenules
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Cromosoma 3
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variedades procedentes de mutacién. CLONES VARIETALES
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Parental

CLON 1

g SE— ::.;R ) |
= - Ejemplo IDENTIFICACION ~ ©°CTRUs@&
CLONES VARIETALES:
Seripts SV... @ ‘ Qhrz Chr2 Chrs
PARENTAL ‘ :
CLON 1 * ==

CROMOPLEXIA entre los cromosomas 2 y el cromosoma 3.
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« DELECION EN CROMOSOMA 3
« DELECION EN CROMOSOMA 8




6. Ejemplo IDENTIFICACION
CLONES VARIETALES: CEONS
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No Variaciones Estructurales
DELECION o DUPLICACION




Scripts SV...
D \ S =l CROMOPLEXIA entre los cromosomas 3,4y 5
@ * Chr3/4 de23.7Mb
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6. Ejemplo IDENTIFICACION
CLONES VARIETALES




4 .
=1 6. Ejemplo IDENTIFICACION GOCITRUS @
variedades procedentes de mutacion
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NO SE APRECIAN CAMBIOS COBERTURA
>
NO DELECION NI DUPLICACION GRANDES FRAGMENTOS
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6. Ejemplo TANGO e

IDENTIFICACION variedades procedentes de mutacién

Script SV...

INVERSION en cromosoma 4 (3.97 Mb)

ESTRUCTURA
UNICA

I -

==z s
......
_____

N:

Pa

Identificacion

Tango W.Murcott

inequivoca

\
30 35 40 45
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6. Ejemplo TANGO cocITrRUs @
IDENTIFICACION variedades procedentes de mutacion

9 5
9 5
8 5
8 5
7 5
705
6 5
6 3
5 5
5" 5
4 5
4 s
3 5
35
2 5
2" 5
1 5
1" 5
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SPET F GOBERNO  MINSTERO %
> SPEANA  DeAGRICOTURAY pes
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Fonto Garpe Al

COSTE de obtencion de marcadores

2. Coste de Uso de marcadores

moleculares. moleculares @ IDENTIFICACION.

j."S-ec_ue_n?:i;rzge_nalﬁa_y_&qi-l ________________ " FASE2 Y .
I' . 9 Alinear \|I’ 5. Seleccion, Interpretacion. : 1. Extr?er ADN: 2-6h
. . AR = W 6 VerificacionporPCR. | 2. Realizar PCR: 2-4h
Lo Variedad A ! » VariedadA :
:Extrac::iénvariedadB 3. Comparar :: L) I Q
D s N - | = : Aproximadamente:
l Secuenciacion u —A- ! | ’,
: (WGS llumina) ! : - 1-2 dias
: -------- 7 = Ei I Comprobaciénmuestrasciegas: - 50-100 € /muestra
\ S ol it !
‘. 2-3meses 0,5-1mes ,/ \_  0,5-1mes "

Aproximadamente:

- 5-6 meses

- 1500-2000 € reactivos + personal =10 000 €/variedad




7. Validez del protocolo

« PREVIO A GOCITRUS
* Analizado mas de 50 genomas procedentes de mutacion

« > 95% genomas procedentes de mutacidn tienen variaciones estructurales.

Numero de variantes Tipologia de variantes estructurales
estructurales por genoma > 150
30 .. . ..
" Inversion Duplicacion
g 2 3% 2%
e
2 20
)
mf\
[N ..
R Translocacion
©
g w0 27%
:
z 5
(0]
1 2 3 4 5 6 7
Numero de variaciones estructurales por genoma
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« Polémicas derivadas de la incertidumbre en la identificacion varietal.

« Marcadores existentes infimamente eficientes para variedades derivadas
(procedentes de mutacion) g

________

GOCITRUS. BASE DE DATOS CITUSEQ-CITRUSGENN
Contiene > 350 genomas de citricos. Ancestrales, réplicas...

* 324 Registros comerciales de citricos en Espana (291 variedades + 33 patrones).
« 83 secuenciadas

* 24 en proceso de secuenciacion

—————————————

________

1/3 registro secuenciado a finales de 2020

1 marcador inequivoco de variedades procedentes de mutacion a mitad de 2021:
* 25% de variedades de mandarinas
* 10% de naranjas dulces.




El objetivo 1 del proyecto es la generalizacion de un protocolo de obtencién de marcadores
moleculares de tipo variacion estructural, indel e SNP validado previamente.

Protocolo dirigido principalmente a la identificaciéon de variedades procedentes de mutacion

(> 50% variedades comerciales) dado que los anteriores marcadores empleados no
resultaban eficaces en este grupo.

Los MM pueden ser empleados en cualquier especie, en cualquier tipo de tejido y en

cualquier estado de desarrollo de una planta.

Trazabilidad (evitar errores):
- Vivero: garantizar identidad del material adquirido por agricultores.
- Distribuidores: garantizar identidad material comercializado. MARCA.
- Consumidores: garantiza la identidad del producto adquirido.

A finales de 2020, 1/3 de las variedades comerciales espafnolas estaran secuenciadas.

A mitad de 2021 25% mandarinas y un 10% naranja dulce tendra 1 marcador inequivoco.
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