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Importancia del cultivo de aguacate en Espana

Anos 60

9.000 Has.
44-50 mil Tm/ano

30 mill de € brutos/ano

Segundo cultivo subtropical en Espana

Cultivares: “Hass” y “Fuerte”
Portainjertos: Semillas de “Topa-Topa”,”Lula™ -

Duke-7, Dusa® (P. cinnamomi)

Podredumbres radiculares L9



Podredumbres radiculares

Decaimiento

Phytophthora cinnamomi

Rosellinia necatrix: podredumbre blanca de raiz

1995: Programa de seleccion de IFAPA-UM-CSIC

Portainjertos tolerantes a R. necatrix

—e— Phytophthora cinnamomi
—&— Rosellinia necatrix

umuladas)

- Falta de portainjertos tolerantes
- Métodos clasicos de control ineficaces
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Afios de muestreo

Fuente: Dr C. LOpez Herreray Dra. A. Bareld



Programa de seleccion del CIFA de Churriana (IFAPA

Arboles seleccionados en
campo como posibles

escapes a R. necatrix

Semillas COLECCION DE PORTAINJERTOS
procedentes de DE LA E.E. LA MAYORA

origenes diversos

Descendientes tolerantes

Tres arboles autdoctonos han
destacad_o por prodL_JC|r elevados Cénsula 9
porcentajes de semillas que han

sobrevivido a las primeras
inoculaciones

Bueno
La piscina

Estudios a nivel genético



ODbjetivo

Construccion de un mapa genético parcialmente

saturado con marcadores ¢
estudio del control genético c

ue permitan el
e la tolerancia a

R. necatrix y la busqueda o

e marcadores

moleculares ligados a la tolerancia y utiles
para su seleccion



ANTECEDENTES
Genoma de aguacate: 2n= 24, C= 800 Mpb

RAPDS (Fiedler, 1998)
Minisatélites (Mhameed et al., 1997)

80 SSRs

Sharon et al, (1997)
Ashworth et al, (2003)
Birnbaum et al., (2003)

/0 SSRS-ETSS (Borrone et al., 2007)

Identificacidon de genotipos
Relaciones genealdgicas

Mapa genéetico. Sharon et al (1997)

34 marcadores (25 SSRs, 3 RAPDs, 6 DFPs)
12 grupos de ligamiento (3 con mas de 3 marcadores)

352.6 cM
Parcial



PLANTEAMIENTO INICIAL
Material vegetal

Poblacion base: 94 individuos de una familia de medios
hermanos descendientes de “Cdénsula 9”

Intento fallido de realizar cruzamientos dirigidos

Marcadores SSRs publicados:

Cribado en agarosa metaphor
Analisis en un analizador de fragmentos CEQ8000

Estrategia de mapeo “pseudo-testcross” (Grattapaglia & Sederoff,1994)
Joinmap v 4.0 (Van Ooijen, J.W. & R.E. Voorrips, 2001)



PRIMEROS RESULTADOS

80 PAREJAS DE CEBADORES A e o . e
5% AVD.001.248
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53 SSRs analizados en 27 SSRs -
metaphor heterocigéticos 24 - AUCR 23— AVAGD2 147

27 SSRs marcados

AVMIX04.174

12 no amplifican 14 homocigoticos -
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AR R R Andlisis de fragmentos
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AVAG13.104
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8 grupos
215 cM

AVMIX04_CONSULA 9

Precision mejorable



NUEVA ESTRATEGIA

Aumentar la precision del mapado

Material vegetal:

Identificacion de una subpoblacion de hermanos compltos I
“Consula9” x “Scott” de 83 individuos
15 SSRs, Cervus 3.0 (Kalinowski et al., 2007)

Estrategia “CP”

Incrementar la representacion del genoma

Marcadores:

ACTGATCTGATTCTACGATGGTTTATCCGGATCTCTCTCTCTCTCTCTCGTEGGTGTTGTATGTACAT
Desarrollo de nuevos SSRs

TGAATATAACAACATTATTGAAATTAAGACATTTACCGACTTCACTGATTAGATGCTAGTATTA

Desarrollo de AFLPs



Construccion de una
genoteca
enriquecida (CT)

RESULTADOS

Desarrollo de nuevos SSRs

Digestion Haelll
G EN OTECA <€— Enriquecimiento con secuencias CT
00000
00000 - -
00000 Rendimiento

l Amplificacion

100%0

96 clones
1 Hibridacion (GA)15
o0 Amplificacion

39 clones (41%)

l Secuenciacion
29 Secuencias OK

(74%)
- Redundancias :2
Otros:1
26 SSRs diferente

(90%0)
J Disefio cebadores
25 Parejas de cebadores
(96%)
| Test polimorfismo
19 marcadores SSRs
(76%)
No polimérficos: 1

Polimérficos copia Unica: 16 (84%)

EST-SSRs: 8897 ETSs (NCBI)

Programa: Sputnik (Abajian, 1994)

121 secuencias

\4

19 SSRs

16 SSRs utiles
para el mapa

Segregan
1 locus

30 EST-SSRs
10 EST-SSRs utiles



RESULTADOS

EFICACIA DE LOS MARCADORES SSRs
“Consula 9 x Scott”

AVMIX.04 - Cénsula 9

ORIGEN ANALIZADOS AMPLIFICAN POLIMORFICOS
(%TOTAL) TOTAL (% AMPLIFE.) 1 LOCUS (2%ANALIZ.)
59 (74%) 45 (76%)
22 (73%) 11 (50%)
19 (100%) 18 (95%)
100 (77%) 74 (74%)




RESULTADOS

DESARROLLO Y ANALISIS DE AFLPs

C9SC1 2345 C9SC1 23 45

BANDAS Heterocigotos Heterocigotos
EcoRI/Msel N° TOTAL ) g g
BANDAS SEGREGANTES Consula 9 Scott
+3/+2 2 135 9 (7%) (3,6) 3 (50%) 3 (50%)
+3/+3 4 212 33 (16%) (5-12) 17 (57%) 13 (43%)
Total 347 42 (12%) 20 (56%) 16 (44%)
Media 57,8 7 (12%) 3,3 (56%) 2,7 (44%)




RESULTADOS
MAPA GENETICO

SEGREGACIONES ENCONTRADAS

TIPO MARCADORES TOTAL 1:1:1:1 1:2:1 3:1 1:1
SSRs 57 38 (67%) 2 (3%) - 17 (30%)
AFLPs 42 - - 6 (14%) 36 (86%)
TOTAL 99 38 (39%) 2 (2%) 6 (6%) 53 (53%)
DESCRIPCION DEL MAPA
LOD > 4; frrec < 0.4 SSRs SSRs+AFLPs

MARCADORES LIGADOS 36 (84%) 56 (65%)

GRUPOS DE LIGAMIENTO > 3m 5 9

GRUPOS DE LIGAMIENTO 2m 6 6

cM 256 377

cM/marcador 7 6.7

13 marcadores distorsionados: 5 SSRs y 8 AFLPs




MAPA GENETICO “CONSULA 9” x “SCOTT”

ESTAVGAO1 AVAG.08 Yy LMAV.05
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77 cM (79%5 ™ | ’ 15
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6 marcadores (2-8




PERSPECTIVAS

- Analisis de QTLs para la tolerancia a Rosellinia necatrix

* Regiones genomicas implicadas
* Marcadores ligados

- ARadir mas marcadores al mapa: 12 grupos de ligamiento

* AFLPs
* SSRs de la genoteca

Mapa de referencia para otras poblaciones
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