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Resum: L'objectiu d'aquest treball és l'estudi de l'heréncia materna del cloroplast en l'espécie
Solanum melongena 1 altres espécies silvestres relacionades, més o menys properes, amb les quals és
creuada per la seva millora. S'ha descobert que I'heréncia materna pot afectar principalment a
l'esterilitat masculina, aixi com a altres caracteristiques fenotipiques, per la qual cosa és interessant el
desenvolupament de marcadors que permeten determinar quin parental aporta aquest tipus de
material.

Es pretén dissenyar marcadors moleculars a partir de seqiiéncies d’ADN no codificants del cloroplast,
pertanyents a diferents regions. Per a aix0, es recol-lectara I’ADN de les diferents espécies a estudiar i
sera amplificat i seqlienciat per obtenir les seqiiéncies per al seu estudi. Amb aquesta informacid
s'obtindran les seqiiencies consens, necessaries per al desenvolupament de marcadors, mitjangant 1'as
de diferents programes informatics. Posteriorment es dissenyaran CAPS mitjancant la recerca
d'enzims de restriccid que permetin diferenciar 1'heréncia materna entre les espécies silvestres i
melongena Solanum. D'altra banda, els canvis nucleotidics que no donen lloc a diferents llocs de tall
de restriccié es comprovaran mitjangant la técnica de HRM.

Aquests marcadors seran comprovats en individus F1 on s'ha utilitzat Solanum melongena o espécies
silvestres relacionades com a mare, aixi com en poblacions de millora on s'ha utilitzat algun parental
silvestre.

Paraules clau: Solanum, Heréncia Materna, Genoma del cloroplast, CAPS, SNPs, High Resolution
Melting.



Design of molecular markers for the study of maternal inheritance in
eggplant (Solanum melongena) and related wild species.
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Abstract: The objective of this work is the study of the maternal inheritance of the chloroplast in
Solanum melongena and other related wild species, more or less close, with which it is crossed for its
improvement. It has been discovered that maternal inheritance can mainly affect male sterility, as well
as other phenotypic characteristics, so it is interesting to develop markers to determine which parent
contributes with this type of material.

The aim is to design molecular markers from DNA sequences that are not coding for the chloroplast,
belonging to different regions. To do this, the DNA of the different species to be studied will be
collected and will be amplified and sequenced, to obtain the sequences for its study. With this
information, the consensus sequences necessary for the development of markers will be obtained

through the use of different computer programs. Subsequently, CAPS will be designed through the
search for restriction enzymes that allow to differentiate maternal inheritance between wild species

and Solanum melongena. On the other hand, nucleotide changes that do not result in different
restriction cleavage sites will be checked by the HRM technique.

These markers will be tested in F1 individuals where Solanum melongena or wild as a mother has
been used, as well as in breeding populations where a wild parent has been used.

Keywords: Solanum, CAPs, SNPs, High Resolution Melting, Chloroplastic DNA, Maternal
Inheritance
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1. INTRODUCCIO

1.1 Importancia de ’alberginia

L’alberginia (Solanum melongena L., 2n = 2x = 24) també coneguda com a eggplant, brinjal o
aubergine arreu del mon, pertany al clade Lepstostemonum dins del génere Solanum. Aquest és
un dels deu géneres més rics en especies de plantes amb flors i t€ aproximadament 1400
especies que es produeixen a tots els continents, excepte I'Antartida, en una amplia varietat

d'habitats des del deserts fins a zones d’alta muntanya (Knapp et al., 2013). Es una de les dotze
especies de Solanacies que han estat seleccionades i desenvolupades com a plantes alimentaries
humanes. Altres que s’inclouen son la tomaca (Solanum Ilycopersicum L.), la patata (S.
tuberosum L.) 1 el xili (Capsicum spp.),(Weese and Bohs, 2010) grup en el qual és el segon
cultiu més important de produccié total després de la tomaca (S. lycopersicum L.) (FAOSTAT,
2015).

A nivell mundial les alberginies es classifiquen com la sisena producci6 vegetal, després de la
tomaca (Solanum lycopersicum), la sindria (Citrullus lanatus), la ceba (Allium cepa), la col
(Brassica oleracea var. Capitata) i el cogombre (Cucumis sativus), en producciéo mundial amb
49,4 milions de tones produides el 2013 (Organitzacid de les Nacions Unides per a I'Agricultura
i I'Alimentaci6 (2015) (Syfert et al., 2016). La major part de la produccid d'alberginies es
concentra a la Xina, India, Iran, Egipte i Turquia, amb Italia i Espanya com a productors més
importants de la Unié Europea (FAOSTAT, 2016). A més a més, ha estat un dels cultius amb el
major increment de producci6 en els ultims anys, amb una produccio total que ha augmentat en
un 59% en una década, passant de 31,0-1076 t el 2004 a 49,3-10"6 t el 2013 (FAO , 2016).

Es un vegetal important en regions tropicals i subtropicals a tot el mon, on és una font de fibra
dietetica, micronutrients i compostos bioactius (Kaushik et al., 2016) i és considerada
generalment com una "verdura baixa en calories”. No obstant aixo, el valor nutritiu de
l'alberginia €s comparable a la majoria de les altres hortalisses comunes. Conté vitamines,
minerals, proteines, fibra, i també fitonutrients importants com els compostos fenolics i els
flavonoides, molts dels quals tenen activitat antioxidant. A més, s'ha utilitzat I'alberginia en els
medicaments tradicionals. Els seus extractes de teixits s’utilitzen per al tractament de I’asma, la
bronquitis, el colera i la disuria i els fruits i les fulles son beneficiosos per reduir el colesterol
sanguini. Recentment, s'ha demostrat que les alberginies també tenen propietats
antimutagéniques (Rajam et al., 2008).

1.2 Origen, domesticaci6 i difusi6: ’alberginia cultivada.

A diferencia de la tomaca, la patata i el xili, I’alberginia és una especie nativa del Vell Mon (Old
World) i va ser indepentment domesticada a partir de 1’espécie S. insanum L., espécie estesa a
I’ Asia tropical desde Madagascar fins les Filipines, a la regi6 d’Asia incloent la Xina, I’india i
Tailandia (Syfert et al., 2016). El cultiu es va distribuir del sud-est asiatic cap a I'Africa
occidental i septentrional, a la Conca del Mediterrani i Europa durant les incursions arabs en
aquestes regions a partir del segle VII.

Es coneixen en total tres varietats d’alberginia cultivada, totes elles pertanyents al clade
Leptostemonum, taxonomicament dificil d’estudiar. Incloses al génere Solanum L., tenen origen
en el Vell Mon (Weese and Bohs, 2010). Aquestes especies son l'alberginia Gboma (Solanum
macrocarpon L.) 1 I'alberginia Escarlata (Solanum aethiopicum L.) que es conrea principalment
a I'Africa, pero també en altres llocs com a cultius menors i l'alberginia Brinjal (S. melongena)



es conrea a tot el mon, especialment a la Mediterrania i Asia (Syfert et al., 2016), (Acquadro et
al., 2017), (Polignano et al., 2009). Les dues primeres tenen el seu origen en els ancestres
silvestres Solanum anguivi 1 Solanum dasyphyllum respectivament (Sunseri et al., 2010).

L’alberginia Escarlata és un cultiu important de I’Africa Central i Occidental, perd també és
cultivada en el Carib i en Brasil aixi com en algunes arees del Sud d’Italia (Plazas et al., 2014).
Es, juntament amb la tomaca, la ceba, el pebre i el okra, un dels cinc vegetals més importants a
I'Africa central i occidental (Plazas et al., 2014). Lester i Niakan a ’any 1986, tenint com a base
les caracteristiques morfologiques, van classificar-la en quatre grups varietals: Aculeatum, Gilo,
Kumba i Shum que son explotats de forma diferent: Aculeatum s’utilitza com a ornamental,
Gilo pels seus fruits, Kumba per a fruits i fulles, mentre que Shum només per les seves fulles
(Sunseri et al., 2010). A causa de la considerable afinitat filogenética i de I’analogia en el nivell
de ploidia amb S. melongena, es podria utilitzar per a la millora genética de l'alberginia en
diferents camps com els encreuaments interespecifics, 1’ hibridacié somatica o la transformacié
genética (Sunseri et al., 2010). Per la seva banda, 1’alberginia Gboma (S. macrocarpon L.) és
una especie de cultiu menys estés pero ¢és molt important en alguns paisos, com Benin o les
regions de selva tropical del litoral d’Africa i del riu Congo (Plazas et al., 2014). També es
tracta d’una especie morfologicament variable cultivada per 1’interes en els seus fruits, fulles o
ambdos (Acquadro et al., 2017). Aquestes especies son molt interessants per ’aportacio al
coneixement de la variabitat genctica en els processos de millora de ’alberginia i a més
permeten ampliar la base genética, degut a que contenen resisténcies d’interés.

Cadascuna de les tres alberginies conreades juntament amb els seus avantpassats salvatges i els
parents salvatges més propers es coneixen comunment com els complexos d'alberginia brinjal,
escarlata i gboma (Knapp et al., 2013).

1.3 Relacié de les espécies silvestres amb 1’alberginia cultivada: “Genepools”

Basant-se en dades d’encreuament i biosistematica, nou espécies silvestres, juntament amb S.
melongena, formen el "complex de l'alberginia", que inclou l'alberginia brinjal cultivada i els
seus familiars silvestres més propers (Knapp et al., 2013). Per altra banda, segons van explicar
Harlan i Wet al 1971, les espécies silvestres es poden classificar en funcid de la seva capacitat
d’encreuament amb éxit amb especies conreades en “genepools” o patrimonis geénics primaris,
secundaris i terciaris (Taher et al., 2017).

Amb l'alberginia i les espécies relacionades, la delimitaci6 de genepools biologicament
significatius és un repte a causa de les dades limitades sobre la capacitat d’encreuament
enregistrades, aixi com al gran nombre de possibles membres del genepool. Tenint en compte
les dades disponibles sobre la capacitat d’encreuament, es va sugerir la inclusié de 1’espécie S.
insanum en el genepool primari, quaranta vuit-especies amb les quals es pot interrelacionar les
alberginies amb diferents graus de dificultat en el segon genepool i per ultim, les espécies
silvestres 1 males herbes originaries del Nou Mén en el tercer genepool, amb les quals només es
poden obtenir hibrids altament estérils a través del rescat embrionari (Acquadro et al., 2017).

Per tant, el genepool primari de ’alberginia consisteix en les espécies cultivades i el seu
ancestre silvestre S. insanum, que es distribueix de forma natural al Sud-est Asiatic, a
Madagascar i Maurici on es troba freqiientment com a mala herba (Kaushik et al., 2016). Les
especies del genepool primari poden ser encreuades facilment i produir feértils hibrids (Plazas et
al., 2016).



El genepool secundari esta format per espécies espinoses d’Africa i el Sud-Est d’Asia. Inclou
especies de: 1) el clade alberginia estretament relacionat, com Solanum campylacanthum, S.
lichtensteinii 1 S. linnaeanum; 2) Del clade anguivi: amb S. anguivi i S. dasyphyllum, que com ja
hem dit son els ancestres de les alberginies cultivades Escarlata i Gboma i les espécies
endémiques de les Illes Canaries: Solanum lidii i Solanum vespertilio, S. violaceum 1 Solanum
tomentosum; 1 3) del clade Madagascar, més distant, amb espécies com: S. pyracanthos. Aquest
¢s un grup d’elevada importancia en els programes de millora deguta a 1’elevada diversitat de
mida, forma i composicié del fruit, aixi com a la seva distribuci6 en diferents ambients el que
dona lloc a diferents tolerancies i resisténcies a estressos abiotics, pesticides i enfermetats
(Plazas et al., 2016). En aquest grup també es troba inclosa I’espécie S. incanum, la qual va ser
considerada durant molt de temps ’ancestre de Solanum melongena i part del genepool primari
junt a I’espécie S. insanum (Plazas et al., 2016). A diferéncia del genepoo! primari, el grau d'exit
de I’hibridaci6 interespecifica sexual entre 'alberginia i les especies del genepool secundari, aixi
com la fertilitat dels hibrids resultants varien en funcié de les espécies implicades i de la
direcci6 de I’encreuament (Kaushik et al., 2016).

Finalment, el genepool terciari és una mescla d’especies del subgénere Leptostemonum, incloent
especies tant del Vell Mon com del Nou Mon, amb les quals ocasionalment pot ser possible
obtenir hibrids amb baixa fertilitat mitjangant el rescat d’embrions o amb hibridacié somatica.
En aquest grup, les espécies S. torvum 1 S. sisymbrifolium sén les de major interés en millora,
degut a la seva resisténcia a un gran nombre d’enfermetats. Per altra banda, S. elaeagnifolium,
una herba invasiva, ho és degut a la seva elevada tolerancia a la sequera (Plazas et al., 2016).

1.4 Les espécies silvestres com a recursos genétics per al seu s en millora

Les alberginies cultivades han demostrat ser susceptibles a diversos factors d’estres, biotic i
abiotic, que donen lloc a pérdues considerbales i afecten a la qualitat dels fruits (Rajam et al.,
2008). En particular, els problemes relacionats amb el sol (la mustiguesa del terra deguda a
bacteries i fongs, la preséncia de nematodes) i els insectes son la causa més greu de pérdues de
rendiment tant en cultius de camp obert com en hivernacle. S’ha trobat resisténcia/tolerancia
parcial a la majoria dels patogens dins del complex genctic de l'alberginia, pero la seva baixa
eficacia, sovint, va dificultar una aplicacio efectiva en els programes de reproduccio (Rotino et
al., 2016).

La seleccio i la reproduccié de l'alberginia durant anys s'han centrat principalment en la millora
de les caracteristiques dels fruits com ara la mida, el pes, el color i la forma, la picor i més
recentment, les propietats organoléptiques, nutricionals i bioactives. Aix0 ha provocat el
desenvolupament d’una gran quantitat de varietats d’alberginia, la forma dels fruits de les quals
varia en mida i forma, des d’allargades a planes. No obstant aix0, com en molts altres cultivars
domestics, la seleccio antropogénica ha donat lloc a una reduccié drastica de la variacid
genética del genoma de 1'alberginia, a causa de I’efecte de coll d'ampolla resultant del procés de
mostreig d'un nombre limitat de plantes silvestres escollides per a la domesticacio (Acquadro et
al., 2017).

Tant les espécies cultivades interfértils de 'alberginia aixi com els parents silvestres (“crop wild
relatives” o CWR) son una font de variacié per a molts trets d'interés i representen un objectiu
evident per ajudar a millorar l'alberginia (Acquadro et al., 2017). Les espécies silvestres
produeixen fruits petits, amargs, gairebé sempre comestibles, i la planta generalment és molt
espinosa. Algunes d'elles tenen nivells elevats d'acid clorogénic i altres compostos bioactius,
que poden tenir un interés potencial per a la salut humana (Taher et al., 2017). A més a més,
creixen en un ampli rang de condicions ambientals, incloent condicions extremes como zones



desértiques, zones amb temperatures nocturnes baix zero o amb canvis de temperatura grans, el
que fa que presenten major diversitat genctica que les especies cultivades (Kaushik et al., 2016).

L’estudi individual de les espécies silvestres ha suggerit la importancia d’algunes espécies
silvestres com S. anguivi, S. campylacanthum, S. pyracanthos 1 S. violaceum que soén d’interes
per a augmentar el vigor de les alberginies cultivades o per al seu us directament com a
portaempelts (també coneguts com a patro). S. forvum ha demostrat alta resisténcia a la sal i una
baixa transferéncia de cadmi, aixi com la seva alta resisténcia a enfermetats relacionades amb el
sol pel que s’ha utilitzat com a portaempelt. Per la seva banda, les especies S. linneanum 1
S.tomentosum han sigut utilitzades per obtenir hibrids parcialment fértils que s’han encreuat
amb les espécies cultivades per a la millora de la qualitat del fruit (Kaushik et al., 2016).

Tot 1 que els familiars silvestres son valuosos i 1tils per a la millora genética de 'alberginia
cultivada a través de meétodes convencionals de reproduccid i biotecnologia, l'explotacio
d'aquestes espéecies silvestres en els programes de reproduccié s'ha de dur a terme amb cautela.
Alguns d’ells poden tenir trets indesitjables com |’ alta susceptibilitat a Colletotrichum
gloeosporioides trobada en S. torvum, el sabor amarg a causa d’un alt nivell de I’esteroid
saponina present en S. linnaeanum o a nivell de tamany de fruit petit, espinositat etc. Aquestes
caracteristiques han de ser eliminades en el procés de millora, per tant les especies silvestres
més desitjables son aquelles més similars a 1’espécie de cultiu en aquestes caracteristiques
(Rajam et al., 2008).

Es possible que els familiars silvestres juguen un paper significatiu en la seguretat alimentaria
del segle XXI. Aix0 es deu al seu potencial s en la millora vegetal per produir varietats de
cultiu que resisteixen els impactes adversos del canvi climatic, la creixent escassetat de
nutrients, aigua i altres aportacions, i noves plagues i malalties (Syfert et al., 2016), (Plazas et
al., 2016). En aquest sentit, la identificacié de parents salvatges amb interés per a la millora de
les collites i la conservacio de la variacio genética i la comprensio de la identitat i les relacions

d’aquests taxons a nivell d’espécies son arees clau per abordar la seguretat alimentaria en el
futur (Ranil et al., 2016).

Encara que s’ha demostrat el seu interés per a la millora i contrariament a altres cultius vegetals
importants; com la tomaca, la qual al ser I’espécie de cultiu model més propera amb ferramentes
genomiques molt desenvolupades s’ha utilitzat de referéncia en molts estudis de I’alberginia
(Gramazio et al., 2018), s’ha descuidat en gran mesura el potencial de les espécies silvestres
I’estudi del qual ha estat molt limitat, a vegades amb interés purament académic (Gramazio et

al., 2018), (Kaushik et al., 2016). A més a més, els esforcos per a introduir les resisténcies
presents a les especies silvestres en cultivars han aconseguit un éxit limitat a causa de les
incompatibilitats sexuals. No obstant aix0, els desenvolupaments recents en biotecnologia de
l'alberginia, incloent-hi la regeneraci6 in vitro, 1’is de protoplast, ’androgenesi i els transgénics
han facilitat la produccié d'hibrids somatics utils i cibrids, aixi com plantes transgéniques amb
valors afegits (Rajam et al., 2008). Per altra banda, també ha ajudat la disponibilitat d’una gran
varietat de marcadors moleculars obtinguts en els tltims anys mitjancant técniques genomiques
el que permet una seleccio assistida per marcadors molt eficient (MAS), seleccionant els gens o
locis de trets quantitatius (QTLs) d’interés i facilitant I’eliminacio de trets indesitjables dels
parents salvatges i 1’estalvi temps i recursos en comparacié amb 1’enfocament convencional de
la cria. Avui en dia, molts SNPs i microsatelits es troben disponibles per a I’estudi de
I’alberginia, pel que la seleccid assistida amb marcadors moleculars combinada amb la
fenotipacié permetra la seleccid eficient del material vegetal amb gens desitjables introgressats



desde les espécies silvestres sense trets desfavorables, aixi com per obtenir col-leccions de linies
d’introgressi6 (Plazas et al., 2016).

en plantes deri
masculina (CMS

ies silves sterilitat citoplasmatica

Durant els programes de millora és fonamental conéixer el grau de compatibilitat sexual de les
espeécies o varietats que s’estan emprant. Un dels problemes més habituals derivat de
I’encreuament amb especies silvestres ¢és 1’esterilitat, la qual pot ser de diferents tipus.
L’esterilitat masculina implica que les plantes no produisquen anteres funcionals, pol-len o
gametes masculins, tot i que el potencial de reproduccid femeni es manté. Pot deure’s a una
esterilitat masculina de tipus nuclear, la qual es deu a mutacions recesives que afecten a diverses
funcions: per exemple a les proteines implicades en la meiosi masculina, el metabolisme de les
hormones vegetals, la biosintesi de molécules complexes o de metabolits secundaris. O a una
esterilitat masculina citoplasmatica (CMS) la que es defineix com “deficiéncia hereditaria
materna per a produir polen viable” i les mitocondries son les responsables d’aquest fenomen
(Budar and Pelletier, 2001).

L’esterilitat masculina citoplasmatica (CMS) és una espécie d’esterilitat a les plantes causada
per interaccions nuclears i mitocondrials especifiques. Es un tret hereditari matern, que facilita
la produccio de llavors hibrides de molts cultius i permet als criadors aprofitar els avantatges de

rendiment associats al vigor hibrid de I’encreuament amb especies silvestres relacionades (Khan
and Isshiki, 2010).

La CMS ha sorgit de forma natural en poblacions de plantes silvestres com a resultat de la
recombinacié mitocondrial o s’ha obtés a través de manipulacions intencionals com els
encreuaments interespecifics. Aquest ultim tipus es denomina CMS al-loplasmatic on
normalment el citoplasma d'una planta conreada és substituit per un espécie relativa silvestre.
(Yoshimi et al., 2013). La substitucié del citoplasma de l'alberginia amb la de les espécies
silvestres de Solanum s'ha descrit anteriorment com a conseqiiéncia d’esterilitat masculina
citoplasmatica en diversos estudis. Fins ara, el citoplasma de Solanum gilo (Fang et al. 1985),
Solanum violaceum (Isshiki i Kawajiri 2002), Solanum virginianum (Khan 1 Isshiki, 2008),
Solanum kurzii (Khan i Isshiki, 2009), Solanum aethiopicum (Khan i Isshiki, 2010a), Solanum
anguivi (Khan i Isshiki, 2010b) i Solanum grandifolium (Saito et al., 2009) han estat utilitzats
per a observar aquest fenomen. A més, s’ha observat que el fenotip de I'esterilitat masculina
difereix segons el tipus de citoplasma: 1’esterilitat masculina amb el citoplasma de S. violaceum,
S. virginianum i S. kurzii és del tipus antera indehiscent, mentre que la del citoplasma de S.
aethiopicum, S. anguivi, 1 S. grandifolium son del tipus de producci6 no pol-len (Yoshimi et al.,
2013).

Aquesta diferenciacio en I'expressio fenotipica de l'esterilitat masculina aloplasmatica ha portat
als investigados a inferir que hi ha una variacid en els genomes citoplasmatics de les espécies de
Solanum silvestres (Yoshimi et al., 2013). A més a més, s’ha descobert que la fertilitat
masculina es pot restaurar mitjangant uno o varios gens restauradors de la fertilitat (Rf),
codificats al nucli, que tenen un paper clau en el control genétic nuclears de CMS (Khan and
Isshiki, 2010).

Per tant, si el que es vol és obtenir plantes fértils amb les caracteristiques d’interés de les
espécies silvestres, és preferible utilitzar S. melongena com a parental femenina, ja que permet
la recuperacid en la primera generacid del citoplasma de S. melongena. Aixi s’evita possibles



problemes d’esterilitat en les generacions d’encreuament que s’ha observat en les linies
d’alberginies amb citoplasma silvestre. A més, la fruita de S. melongena t¢ més llavors que les
especies silvestres de petits fruits i, en conseqiiéncia, teoricament és possible obtenir més
llavors per encreuament quan s'utilitza S. melongena com a parental femeni. Finalment, les
llavors extretes de la fruita de S. melongena tampoc tenen laténcia o tenen una laténcia feble,
mentre que les llavors de fruits d’espécies silvestres poden tenir una forta laténcia, cosa que pot
dificultar la seva germinacio.

Per altra banda, 1’obtencié de linies amb esterilitat citoplasmatica masculina pot ser d’inter¢s.
La majoria dels cultius comercials d'alberginia séon hibrids F1, degut al seu vigor hibrid
considerable. Les linies estérils masculines obteses en estudis anteriors s’han caracteritzat per
l'expressio estable de l'esterilitat masculina funcional, que contenia pol-len viable 1til per a la
propagaci6 de linies esterils masculines com per a la produccioé de linies pures a través del cultiu
d’anteres, el que €s potencialment valuods per a la produccio de llavors hibrides (Hasnunnahar et
al., 2012). La produccié tradicional de llavors de cultivars hibrids d'alberginia és laborosa, ja
que requereix un gran nombre de plantes masculines estérils com a parentals femenins les quals
s’obtenen manualment mitjancant I’emmasculacié per a evitar que s’autofecunden. Aquest
metode és car i es requereix una linia de manteniment. Si s’estableixen sistemes masculins
esterils, es podria reduir la ma d'obra per produir llavors hibrides F1 (Isshiki and Kawajiri,
2002), (Khan and Isshiki, 2010) ja que les plantes amb CMS so6n més convenients per a la
produccié degut a la menor demanda de manteniment que requereixen i a la capacitat de
restauracié de la fertilitat. A més a més, sha observat que les plantes amb CMS que s’han
seleccionat amb éxit en poblacions naturals son menys propenses a associar-se amb caracters no
desitjables per a la producci6 de llavors (Budar and Pelletier, 2001).

Per tant, aquesta informacié recopilada denota que un aspecte important en la hibridacid
interespecifica amb especies silvestres per a la millora de D’alberginia és la direccidé de
I’encreuament ja que aixo pot afectar la seva taxa d’éxit, el nombre de llavors produides, aixi
com la laténcia de les llavors a causa d’efectes materns. Aquestes caracteristiques poden ser
desitjades o no com s’ha vist segons el tipus de material vegetal que es vol desenvolupar, per
tant queda patent l’interés del desenvolupament de marcadors moleculars que permeten
determinar de quina espécie prové el material genétic del cloroplast.

Per totes aquestes raons queda justificat I’interes del segiient treball, on es tractara de
comprendre millor ’herencia a I’esterilitat citoplasmatica en alberginia. Amb agd, es preten
desenvolupar marcadors per tal de dirigir d’una forma més eficient els programes de millora en
aquesta direccid. Per tal d’aconseguir-ho, es presenten el seguents objectius.

2. OBJECTIUS

Objectiu general: desenvolupament de marcadors moleculars basats en SNPs que permeten 1’estudi de
I’heréncia materna en S. melongena i espécies silvestres relacionades.

1. Seleccié de SNPs provinents de la seqiienciacié d’espécies silvestres relacionades amb S.
melongena.

2. Disseny de marcadors moleculars basats en PCR.

Validacié de SNPs mitjangant marcadors de tipus CAPS.

4. Validacio de SNPs mitjangant la técnica d’HRM.
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3. MATERIALS I METODES

1 Material 1

El material vegetal es va obtenir en la coleccié de germoplasma de I’Institut de Conservacié i Millora
de I’Agrodiversitat Valenciana (COMAV) de la Universitat Politécnica de Valéncia. Per a aquest
experiment es va extreure material vegetal de 1’espécie Solanum melongena i d’espécies silvestres
relacionades pertanyents als pool genétics primari, secundari i terciari de I’alberginia (Taula 1) (Fig.
2) i de plantes derivades de I’encreuament en ambdos sentits entre les espécies relacionades i S.

melongena, les quals es van gastar per a estudiar els polimorfismes presents al genoma de I’ADN
cloroplastic.

Per a obtenir els encreuaments desitjat es van utilitzar les llavors proporcionades pel banc del
germoplasma COMAV i es va realitzar la seva germinacio amb el protocol desenvolupat per Ranil et
al. (2015). A més a més es van utilitzar diferents accessions de 1’espécie S.melongena com a parentals
en els entrecreuaments per a obtenir les plantes F1 (S.melongena 1, 3 i 5) (Fig. 1). En els
encreuaments la planta mare sempre és la primera que s’anomena (Taula 2).

‘ Solanum melongena ‘

"4

MELI1 MEL3 MELS5 S. insanum

Figura 1. Fenotip del fruit de les diferents accessions de S. melongena utilitzades com a parentals i de 1’espécie
relacionada S. insanum pertanyent al “genepool” o patrimoni geénetic primari de I’alberginia.

Com a control en els experiments amb les especies silvestres es va utilitzar 1’hibrid, BCIM3xEL2,
derivat del retroencreuament de la F1 de I’encreuament S.melongena x S. elaeagnifolium amb
S.melongena.

Per altra banda, es van utilitzar 16 individus d’una poblacié segregant tipus MAGIC, els quals tenen
com a planta mare les espécies S.melongena o S.incanum.



Taula 1. Quadre d’identificacid de les espécies silvestres relacionades i S.melongena utilitzades a 1’experiment.

Espécies

Solanum anguivi

Solanum bonariense

Solanum campylacanthum

Solanum dasyphyllum

Solanum elaeagnifolium

Solanum incanum

Solanum insanum

Solanum lichtensteinii

Solanum lidii

Solanum linnaeanum

Solanum melongena

Solanum tomentosum

Solanum torvum

Solanum violaceum

Figura 2. Imatge comparativa del fenotip de les plantes silvestres del génere Solanum estudiades.




Taula 2. Quadre d’identificacido dels encreuaments entre S. melongena i espécies silvestres relacionades
utilitzats a I’experiment.

Encreuaments

S. anguivi 1.1 x S.melongena 5.3

S. melongena 5.2 x S. anguivi 2.2

S. insanum I x S. melongena 3

S. melongena 1.2 x S. insanum 2.1

S. lichtensteinii 3.1 x S. melongena 1.3

S. melongena 1.3 x S. lichtensteinii 2.2

S. dasyphyllum 1.1 x S. melongena 1.3

S. melongena 3.3 x S. dasyphyllum 1.3

S. incanum 1 x S. melongena 1.5

3.2 Extraccio i dilucié de PADN

Per a I’extracci6 de ’ADN genomic es van utilitzar fulles joves, de les espécies anteriorment
anomenades, recolectant uns 70 g de teixit vegetal per a cada mostra. Es va extreure I’ADN
mitjancant el protocol del métode mixte CTAB-Silica d’extracciéo de DNA desenvolupat al laboratori
de Solandaceas del Centre de Conservacio i Millora de 1’ Agrodiversitat Valenciana (COMAV) (Alonso
D., Gramazio P., Plazas M., Villanueva G., Garcia-Fortea E., Diez M.J., Prohens J., Vilanova S., 2018,
Protocolo innovador para la obtenciéon de ADN gendmico vegetal de alta calidad, Congreso de
Jovenes Investigadores en Ciencias Agroalimentarias, Almeria). Per a la seva quantificacio es va fer
servir espectrofotometre Nanodrop ND1000 (Nanodrop Technologies, Wilminton, DE). Es van
utilitzar les relacions d’absorbancia 260/280 1 260/230 de l'espectrofotometre per a determinar-ne la
qualitat.

La integritat i quantificacié de I’ADN es va comprovar mitjancant gel d’agarosa a 1’1%, fent servir
marcatge amb GelRed, el marcador molecular d’acids nucleics Lambda/HindIII i revelat amb llum
UV en I’analitzador d’imatges GelDocX del software Quantity One (BioRad).

Posteriorment es van utilitzar els valors de concentracid obtesos de la quantificacié amb Nanodrop per
a diluir ’ADN a 30 i a 50 ng/ul per als posteriors analisis d’amplificacié per PCR i de High
Resolution Melting (HRM) respectivament.



3.3 Amplificacié de PADN

L’amplificacio6 de les zones d’interés del DNA del cloroplast es va realitzar mitjangant PCR utilitzant
quatre dels sis encebadors dissenyats a 1’article “Universal primers for amplification of three non-
coding regions of chloroplast DNA” (Pierre Taberlet et al., 1991).

Es van utilitzar els encebadors trnT a, trnl_d, trnT e i trnl_f per tal de cobrir les tres regions no-
codificants que s’esmenten a 1’article. A la Taula 3 es troben les caracteristiques. A la Figura 3 es

mostra la posici6 i direcci6 dels encebadors i les regions que amplifiquen de forma esquematitzada.

Taula 3. Nom i caracteristiques dels encebadors utilitzats en 1’amplificacio (PCR).

Nom Seqiiéncia C(‘;’gti(‘}/g;‘t (Ig;

5
trnT_a | 5" CAT TAC AAA TGC GAT GCT CT -3' 40.0 51.0
trnl_d | 5-GGG GAT AGA GGG ACT TGAAC -3' 55.0 54.4
trnT_e | 5-GGT TCAAGT CCC TCT ATC CC -3' 55.0 54.4
trnL_f | 5 -ATTTGAACT GGT GAC ACG AG -3' 45.0 52.8

trnT (UGU)
trnL (UAA)
trnL (UGU)

(|
Ca
E_ trnF (GAA)

o
v
(]
|
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-

Figura 3. Posici6 i direccio dels encebadors universals utilitzats per amplificar les tres regions no codificants
del cpDNA. Les puntes de les fletxes representen els extrems 3’ dels encebadors. Imatge dissenyada a partir de
’article “Universal primers for amplification of three non-coding regions of chloroplast DNA” (Pierre Taberlet
etal., 1991).

Per a I’amplificacio es va utilitzar el mix FastGene Optima HotStart mix with dye (2X)(Nippon
Genetics Europe, GmbH). L’amplificaci6 es va dur a terme amb 1’aparell MasterCycler nexus
(Eppendorf Ibérica) amb un volum final de 25 pl per mostra i els segiients volums de reactius: 2pl de
DNA a 30ng/uL, 0.3 uL a 10uM dels encebadors directe i invers de cada parell de primers per a les
dues regions a estudiar (es van realitzar aixi dues amplificacions: la de la regié coberta pels
encebadors trnT a i trnL_d, que cobreix la regiod entre trnT (UGU) i l'intré 3 trnL (UAA), i la dels
encebadors trmT e i trnL_f que cobreix la regio entre ’intré trnL (UAA) i trnF (GAA)), 1 12.5 pL de
2XBuffer (FastGene) que conté; FastGene Optima DNA polimerasa (0.625 U per 25 ul de reaccio),
FastGene Optima Buffer (1X), MgCL (2.0 mM a 1X), dNTPs (0.3 mM de cadascun 1X) i
estabilitzadors. Les condicions d’amplificaci6 es troben descrites a la Taula 4.



Taula 4. Condicions i fases de I’amplificacié mitjangant PCR.

Pas Fase Temperatura °C | Temps (min) Cicles
1 Desnaturalitzaci6 inicial 95 3 1
D) Desnaturalitzacio 95 0.5
3 Alineament 62/55 05 30
4 Elongacié 7 1
5 Elongacié final 7 10 1
6 Conservacié 10 - -

Els productes de PCR van ser visualitzats amb gel d’electroforesi d’agarosa a 1’1%, marcatge amb
GelRed i deteccio amb llum UV mitjangant el software Quantity One (BioRad). Per a determinar
visualment el tamany dels productes de PCR es va utilitzar el marcador DNA Molecular Weight (Fig.
4) (Gene Ruler 100 bp plus DNA Ladder, https://www.nippongenetics.eu/en/product/100-bp-dna-
ladder/).

DNA Mass Base Pairs
(ng/5ul)

— 400

— 200
=0

1.5 % TAE agarose gel

www.nippongenetics.eu
www.nippongenetics de

Figura 4. Marcador “DNA Molecular weight, 100 bp DNA ladder” (Nippon Genetics)

Els resultats de la PCR es van purificar mitjangant el métode de Precipitaci6 i purificacié de producte
de PCR amb acetat amonic (Green and Sambrook, et al.). Es va preparar acetat amonic a 7.5 M que es
va afegir al producte de PCR, préviament diluit amb 50 pl d’aigua. Es van afegir 16,66 ul d’acetat
amonic per a arribar a una concentracio final de 2.5 M. Es va afegir 1 volum d’etanol absolut i es va
deixar reposar 10 min. Es va centrifugar (13.000 rpm, 10 min) i descartar el sobrenedant. Es va afegir
de nou 1 volum d’etanol ara al 70% 1 es va centrifugar (13.000 rpm, 5 min). Finalment es va deixar
secar el “pellet” que es va resuspendre en 25 pl d’aigua.


https://www.nippongenetics.eu/en/product/100-bp-dna-ladder/

Es van observar de nou els resultats de la purificacid mitjangcant un gel d’agarosa a I’1% i1 amb el
programa Quantity One (BioRad).

3.4 Seqiienciacio i tractament informatic de les seqiiéncies

La seqiienciacio es va realitzar mitjancant el métode Sanger al Servei de seqiienciacido d’ADN i analisi
de I’expressio genica de I'IBMCP (Institut de Biologia Molecular i Cel-lular de Plantes), ubicat a la
Ciutat Politécnica de la Innovacid del campus de la Universitat Politécnica de Valéncia. Obteses les
seqiiéncies van ser analitzades i ensamblades mitjancant 1’as de programes informatics. Les
seqiiéncies directa i inversa de cada espécie es van tractar, mitjangant el programa Chromas (https://
technelysium.com.au/wp/chromas/), amb les funcions “Trim low quality” per a eliminar zones de la
seqiiéncia de baixa qualitat i “reverse” per a donar la volta a les seqiiéncies reverse. Les dues
seqliencies que superposen de cada espécie van ser combinades mitjancant el programa Merger

(EMBOSS). Aixi com el BLAST (Altschul et al., 1990) per a recon¢ixer els polimorfismes d’un sol
nucleotid (SNPs) presents a les especies silvestres i que permeten la seva diferenciacio de S.
melongena.

3.5 Disseny de marcadors CAPS (Cleaved Amplified Polymorfic Sequences)

Amb les seqiiéncies consens obteses a partir de la seqiienciacio (en format FASTA) es va utilitzar el
programa CAPS Designer (SolGenomics, 2008) per a predir enzims de restriccid que reconeixen i
tallen regions de polimorfisme, creant un patrd de bandes especific per a cadascuna de les espécies.
L’analisi es va realitzar dos a dos, de cadascuna de les espécies silvestres amb S. melongena. Es va
utilitzar la ferramenta BLAST de I'NCBI (Altschul et al., 1990) alineant les seqiiéncies consens finals,
obteses de la seqiienciacio, contra el genoma complet del cloroplast de Solanum melongena. D’aquest
alineament es va obtenir per a la seqiiéncia consens de cada espécie silvestre aquella zona del genoma
complet del cloroplast de S.melongena (accesio6 MH283711.1 Solanum melongena var. insanum
voucher MH<IND>:Sampath Kumar et al. 941 chloroplast, complete genome) amb el que alinea, que
¢s junt a la seqliencia consens la informacié a introduir en el programa per a la blisqueda de
marcadors.

Per a la busqueda de CAPS es van tenir en compte diferents parametres a 1’hora de buscar els enzims
candidats: es va demanar al programa que busqués enzims amb un preu inferior a 65%$/1000u, no
mostrara enzims que tallen més de 4 vegades en ambdds parentals i per Gltim 1’exclusié de 20 pb a
ambdos extrems de les seqiiéncies.

El mix de la reaccio de digestié va consistir en un volum final de 25 ul per a cada mostra amb les
seglients quantitats de reactius: 10 ul de producte de PCR, 2.5 ul del tamp6 especificat per a cada
enzim especificat per la seva casa comercial, 0.5 pul de I’enzim i 12 pl d’H20 pura.

Ambdues digestions es van realitzar en I’aparell Mastercycler Eppendorf nexus (Hamburg, 2012) amb
un programa de dos pasos: una incubacié d’una hora a la temperatura adient i una etapa d’inactivacio
de 15 min a les temperatures especificades per la casa comercial per a cadascun dels enzims.

Per a observar els productes de les digestions es va fer servir electroforesi en gel d’agarosa al 2%. El
marcador de pesos moleculars emprat es va seleccionar en funci6 del tamany dels fragments de PCR,
de mode que es va utilitzar el mateix que a la visualitzaci6 de I’amplificacio:“DNA Molecular weight,

100 bp DNA ladder” (Nippon Genetics). Per a visualitzar els resultats de nou s’utilitza revelat amb
llum UV a I’analitzador d’imatges GelDocX del software Quantity One (BioRad).
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3.6 Disseny d’encebadors i analisi d’SNPs per a la técnica ’HRM.

Per a dissenyar els encebadors es va utilitzar el programa “Primer 3” (Rozen i Skaletsky, 2000)
considerant com a encebadors optims aquells amb una Temperatura de fusioé (Tm) de 60°C i una mida
d’uns 20-25 pb. Es va restringir la mida de 1’amplico a uns 90-150 pb ja que per a I’analisi d’SNPs
mitjancant HRM es requereixen fragments com més petits millor per a obtenir els resultats optims.

L’analisis d’SNPs mitjan¢ant High Resolution Melting es va dur a terme en ’aparell LightCycler 480
(Roche). El mix de reaccio va consistir en un volum final de reaccié de 10ul amb les segiients
quantitats de reactius: 0.3ul dels encebadors directe i invers dissenyats diluits 1:10, 2ul de MasterMix
qPCR No-ROx PyroTaq EvaGreen 5x para HRM 2 ml (500 rxn) 1 2 pl d’ADN a 50 ng/ pl.

El protocol de reaccid va consistir en: una primera etapa de pre-incubacio a 95°C durant 10 minuts;
una segona etapa constituida per 55 cicles d’amplificacié a 95°C durant 10 s, 55°C durant 15 s i 72°C
durant 15 s; Una tercera etapa de fusido a 95°C durant 1 minut, 40°C durant 1 minut, 60°C durant 1
segon 1 95°C. Per ultim una quarta etapa de refredament de 10 minuts a 40°C.

Els resultats de I’amplificacio van ser evaluats emprant el software LightCycler 480 Software 1.5
mitjancant dos tipus d’analisi: “Tm calling” i “Gene scanning”.

4. RESULTATS 1 DISCUSSIO

Es van realitzar dos assajos diferents per tal d’aconseguir marcadors que permeten estudiar i
recongixer els polimorfismes presents a Solanum melongena i espécies silvestres relacionades per a
I’estudi de I’Heréncia materna. En primer lloc, es va abordar un estudi mitjangant enzims de restriccio
per a obtenir marcadors de tipus CAPS i en segon lloc mitjangant el disseny d’encebadors especifics
per a detectar polimorfismes amb la técnica de High Resolution Melting (HRM).

4.1 Extraccio i dilucio de ’ADN

Una vegada extret I’ADN de les espécies i encreuaments de les taules 1 1 2 es va analitzar la seva
qualitat i integritat. Es va obtenir una banda clara en el gel d’agarosa per a totes les espécies i
encreuaments, com es pot observar en I’exemple de gel d’extraccié de la Figura 5. Per estudiar la
qualitat es van utilitzar les relacions d’absorbancia 260/280 i 260/230 de I'espectrofotometre, en les
quals un valor aproximat de 2 significa un ADN d’alta qualitat, on es van obtenir uns valors propers a
1’8 per a les nostres mostres el que indica que I’ADN extret era de qualitat.
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Figura 5. Visualitzacio en gel d’agarosa 1% de I’ADN extret. S’ha utilitzat per a la visualitzacié el marcador
molecular d’acids nucleics Lambda/HindIII. ADN de les espécies silvestres relacionades a estudiar

4.2 Amplificacié de PADN

Els encebadors utilitzats per a I’amplificacio de I’ADN es van basar en la informacidé present a
I’article “Universal primers for amplification of three non-coding regions of chloroplast DNA” (Pierre
Taberlet et al., 1991). Aquests encebadors van ser dissenyats per a coincidir amb seqiiéncies altament
conservades dels gens del tRNA presents al DNA del cloroplast, evitant seqiiéncies palindromiques.
En concret, amplifiquen tres regions no-codificants:(i) un espaiador intergénic entre trnT (UGU) i
I’ex6 5° trnL (UAA), (ii) U'intr6 trnL (UAA) i (iii) altre espaiador intergenic entre 1’ex6 3’ trnL (UAA)
itrnF (GAA).

El fet de que estiguin dissenyats a partir d’aquestes seqiiéncies significa que ofereixen oportunitats per
estudiar la poblacié i la biologia evolutiva de diverses espécies de plantes, degut a la baixa tasa de
divergencia de les seqiiéncies dels gens d’ARNt. A més a més, s’ha comprovat que els encebadors
dissenyats a 1’experiment funcionen per a la majoria de les especies provades incloent algues, briofits,
pteridofits, gimnospermes i angiospermes (Pierre Taberlet et al., 1991), el que els fa utils per al nostre
estudi de les diferents especies de Solanum ja que soén plantes angiospermes dicotiledonies.

Es va realitzar, en primer lloc, ’amplificacidé d’11 de les 14 espécies silvestres que apareixen a la
Taula 1: S. anguivi, S. bonariense, S. campylacanthum, S. dasyphyllum, S. elaeagnifolium, S. insanum,
S. lidii, S. linnaeanum, S. tomentosum, S. torvum, S. violaceum. Per a tres d’aquestes especies es van
utilitzar diferents accessions: S. campylacanthum 5, S. campylacanthum 7.1, S.insanum 1, S.insanum
2, S. torvum 2.1 i S. torvum 3. També es va incloure en I’amplificacid el retroencreuament
BCIM3xL2.

En segon lloc, es va realitzar ’amplificacié dels encreuaments especificats en la Taula 2 per al
posterior estudi d’aquestes seqliéncies mitjangant marcadors moleculars.

Per ultim, es va realitzar I’amplificacio de les espécies S. melongena 1 S. incanum, per a utilitzar-les
en els analisis posteriors com a controls.
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M TOM INS1 TOR2 TOR3 BCIM3x CAM5 BON ANG LIN INS2 LD2 CAM7.1 VIOl EL INS2 DAS
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M TOM INS1 TOR2 TOR3 BCiM3x CAM5 BON ANG LN INS2 LUD2 CAM7.1 VIO1 EL INS2 DAS
EL2

Figura 6. Visualitzacio en gel d’agarosa 1% dels resultats de I’amplificacié mitjangant Sanger d’especies
silvestres relacionades, S. melongena i1 encreuament BCIM3xEL2.

Es va utilitzar el marcador molecular “DNA Molecular weight,100 bp DNA ladder” (Nippon Genetics). Les
especies son per ordre en el gel S.tomentosum, S. insanum, S. torvum, S. campylacanthum, S. bonariense, S.
anguivi, S. linnaeanum, S. insanum, S. lidii, S. campylacanthum, S. violaceum, S. elaeagnifolium, S.
dasyphyllum.

Imatge A: amplificacié amb els encebadors trnT aitrnL_d de I’ADN de les especies silvestres.

Imatge B: amplificaci6 amb els encebadors trnT e itrnL_fde I’ADN de les espécies silvestres.

A

M INSXMEL MELxINS LICXMEL MELXLIC ANGXMEL MELXANG DASxMEL MELxDAS INCxMEL

M INSXMEL MELxINS LICKMEL MELxLIC ANGxMEL ANGxMEL MELXANG DASxMEL MELxDAS INCxMEL

Figura 7. Visualitzacio en gel d’agarosa 1% dels resultats de ’amplificaci6é dels encreuaments entre plantes
silvestres relacionades i S.melongena (Taula 2). Es va utilitzar el marcador molecular “DNA Molecular weight,
100 bp DNA ladder” (Nippon Genetics).

Imatge A: amplificaci6é de I’ADN de les poblacions F1 amb els encebadors trnT a i trnl._d.

Imatge B: amplificaci6é de I’ADN dels les poblacions F1 amb els encebadors trnT e i trnlL_f.
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Es va obtenir banda de I’amplificacié de totes les especies silvestres (Fig. 6) 1 de tots els encreuaments
(Fig. 7), el que ens indica que es va realitzar correctament I’amplificaci6. El tamany de banda esperat
per al parell d’encebadors trnT a i trnl._d era d’aproximadament de 1200 pb el que concorda amb els
resultats que es van obtenir ja que, com s’observa a les Figures 6A i1 7A, totes les bandes obteses es
troben aproximadament per sota de la banda del marcadors molecular de 1500 pb. En el cas dels
encebadors trnT e i trnL_f| el tamany de banda esperat era d’aproximadament 600 pb que concorda
amb els resultats obtesos ja que, com s’observa a les Figures 6B i 7B, totes les bandes es troben
aproximadament per dalt de la banda del marcadors molecular de 600 pb.

4.3 Seqiienciacié i tractament informatic de les seqiiéncies

Una vegada es va comprovar la correcta amplificacido de les espécies silvestres, es va purificar el
producte de PCR de les especies silvestres i del retroencreuament BC1M3xL2 per els dos parells
d’encebadors: trnT a, trnl. di trnT e, trnl_f (Taula 3). Es va realitzar la seva comprovacio en gel
d’agarosa, on es va obtenir banda per a totes les mostres, i es va enviar el producte de PCR purificat
per a la seva seqiienciacio.

De la seqiienciacié es van obtenir en total 60 lectures, 30 lectures per a cada regié amplificada per
cadascun dels parells d’encebadors, en sentit directe i invers. Aquesta informacid es va visualitzar i
analitzar mitjangant el programa Chromas (//technelysium.com.au/wp/chromas/), a partir del qual es
va obtenir la seqiiéncia de nucleotids inversa i directa per a cada parell d’encebadors de cada espécie
(Fig. 8). Els programes d’interpretacié de cromatogrames construeixen les seqiiéncies de nucleotids
automaticament perd convé revisar-les manualment perqué en ocasions es poden produir errors a
I’hora d’assignar una base, sobretot als extrems de les seqiiéncies, on la qualitat de la seqiienciacio és
menor, o es presenten com a soroll de fons degut a problemes durant la seqiienciacio; com la
contaminaci6 amb un altre ADN o de I’altre encebador, normalment I’invers. Per aix0o es van
comprovar una a una les bases assignades pel programa mirant la qualitat del cromatograma en cada
zona.

550 560 570 580 590 600 610
€ GICHCHNT & FYC € CHCHC THFT C T T T T6E T T'T"6 & G &T T4 6/G AT C/CC GIF T 66 6 AT 6 T GATT GiC T PT T TEP'T T HTyc T T T C& T T T & Tf

N fo
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Figura 8. Cromatograma de la lectura obtesa en sentit directe per a la regio amplificada pels encebadors trnT a
i trnL._d mitjancant Seqiienciacioé Sanger per a I’especie S. campylacanthum 7.1.

De I’analisi dels cromatogrames no va ser possible obtenir les seqiiéncies directa i inversa per als
encebadors trnT a i1 trnL d en les espeécies S. fomentosum i S. violaceum degut a errors de
seqiienciacio. Del programa Chromas (//technelysium.com.au/wp/chromas/) es van obtenir seqiiéncies
més curtes d’allo esperat segons el tamany de I’amplico possiblement degut a la baixa qualitat dels
seus cromatogrames. Tampoc va ser possible ’obtencio de les seqiliéncies directa i inversa per als
encebadors e i1 f de I’espécie S. linnaeanum. Com d’aquestes espécies si que es va poder disposar de
les seqiiéncies corresponents a 1’altre parell d’encebadors, no es va considerar necessari tornar a
seqiienciar i es van estudiar els marcadors només amb aquesta informacio.

Una vegada obteses les seqiiencies directa i inversa, es van introduir en el programa Merger
(EMBOSS) per a obtenir la seqiiéncia consens de cada especie. La seqiiéncia consens obtesa a partit
d’aquest programa va ser comprovada visualment amb els cromatogrames. Les seqiliéncies consens
obteses de la seqiienciacio son adjuntes a 1’annex 1.



Per tultim, mitjancant les seqiiéncies consens es van buscar els canvis nucleotidics, amb especial
interés pels d’un sol nucleotid (SNPs), presents a les regions d'interés del genoma del cloroplast de
cadascuna de les espécies silvestres respecte al de 1’especie S. melongena mitjangant el seu
alineament amb la ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1990) (Fig. 9). D’aquest alineament també es
van obtenir les seqiiéncies equivalents en el genoma complet del cloroplast de S.melongena a les
regions amplificades per a, d i e, f per a posteriorment utilitzar-les per a la busqueda de marcadors de
tipus CAPs. S’han adjuntat els resultats a I’annex I1.

Score Expect Identities Gaps Strand

972 bits(526) 0.0 537/542(99%) 1/542(0%) Plus/Plus
Query 2 GGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAGACTATTTAACTCCCCAACTATTTATCCGACCCC 61
LR L L £ TR N 49038
Query 62 CTTTCCTTAACGGTTCCAARATTCCTTATCTTTCTCATTCACTCTATTCTTTTAGARATGG 121
Shbjct 49039 ...iiiiiiiiiiiattttnaaatttarratnnaann Chuitrrennnnncnnnnnnnsnns 49098

Query 122 AttttttttCTAAGAGTAAATGGTTTTCTCTTATCACAAGCCTTTTGATATCTATGATAC 181
Sbjoct 49099 ...icccicccccctccscnccctcscnassacsccssencascccssacsnoantacsn 49158

Query 182 ACATAGAAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCTAGTTGAATGATTCCCGATCAATACA 241
SBICE 49159 1 uGureeuseneansnneanennensensansansaneaneantanenneneeneenenn 49218

Query 242 ATATCATTACTCATACTGAAACTTACAAAATCATCTTTTTGAAGATCGAAGAAATTCCCC 301
Sbjoct 49219 ...icccicccccctcccoteccicsenasstttcttcenctttcctsacsteacaannn 49278

Query 302 GGCTTTGAGAAAATTTGTTAATCGACTTATTTGACATAGACCCAGTTCTATGATAGAATC 361
Sbjct 49279 ...ttt L 49338

Query 362 AAATAAAATAAGGATACCACCCAAAGGACTCGAAATCCTCATGTTAACGGTTCCAATTTC 421
Sbjoct 49339 ..ciccciccccccctccctecctetcncsstttttctcncctsccttccstsssaannn 49398

Query 422 CAATCCAGATTGGTAGGATAGAGGACTGGAAATCCTCGTTCCAATCTAATCTGGGTTGGA 481
Shjct 49399 ..ccccesctccccsccscncsctaccnasssesscasescascccsasssncsnsansn 49458

Query 482 AATCGCCGGGATAGCTCAGTTGGTAGAGCAGAGGACTGAAAATCCTCGTGTCACAG-TTC 540
) C.G... 49518

Query 541  AA 542
Sbjct 49519 .. 49520

Figura 9. BLASTn de la seqiiéncia consens de ’espéecie S. campylacanthum 7.1 de la regi6é amplificada pels
encebadors trnT e i trnL f contra el genoma complet del cloroplast de S. melongena per a trobar els canvis
nucleotidics.

4.4 Disseny de marcadors CAPS mitjancant SolGenomics

Per a I’estudi dels canvis nucleotidics presents en primer lloc es van dissenyar marcadors de tipus
Cleaved Amplified Polymorhic Sequence (CAPS). Els marcadors de tipus CAPs es basen en la
identificacié de canvis en la seqliéncia mitjangant la restriccié enzimatica dels fragments d’interées
amplificats i la seva visualitzacié en gel d’agarosa. Les variacions son detectades per la preséncia o
abséncia de llocs de restriccio dels enzims, el que dona lloc a diferents patrons de bandes per a la seva
visualitzacio en gels. De fet, els marcadors CAPS combinen técniques de PCR ampliament utilitzades
amb metodes classics de polimorfisme de longitud del fragment de restriccio (RFLP), només que es
basa en l'amplificacio de petits fragments d'ADN en lloc de tot el genoma (Shakrukov, 2016).

Per a buscar marcadors CAPS més economics i efectius es va demanar al programa SolGenomics que
busqués enzims amb un preu inferior a 65%$/1000u, que no mostrara enzims que tallen més de 4
vegades en ambdos parentals; ja que si hi ha massa llocs de restriccid per al mateix enzim el fragment
es tallara en diversos fragments Xicotets que produeix un patré complex de bandes dificil de
visualitzar en gels d’agarosa, i per ltim I’exclusio de 20 pb a ambdods extrems de les seqiiéncies; ja
que si el lloc de tall de ’enzim de restriccio esta a prop de ’extrem de la seqiiéncia, la digestid
produira un fragment molt curt i un fragment llarg gairebé de la mateixa mida que el fragment no

digerit i resultara dificil diferenciar-los en gel d’agarosa a menys que hi hagi una diferéncia de > 20
pb.



La informacié que es va obtenir per a cada espécie va ser els enzims candidats amb el seu preu per
unitats, la seqiiéncia que reconeixen, el lloc de tall i el nombre de fragments que produeix a partir de
la digesti6 del producte de PCR. Es van elegir els enzims candidats pel preu, per facilitat de
visualitzacié i diferenciacié de les bandes al gel d’electroforesi entre les dues espécies i per la
disponibilitat prévia al laboratori.

De la busqueda de CAPS van reconéixer dos enzims que eren capagos de diferenciar quasi totes les
especies silvestres estudiades de S. melongena amb un patr6 de bandes facilment diferenciable en gel
d’agarosa i van aparcixer com a CAPS candidats en totes les especies a estudiar: BamHI, a I’hora de
realitzar la digestié dels productes de PCR dels encebadors trnT a i trnL._d, i AflIl, en el cas de la
digestio del producte de PCR dels encebadors trnT e i trnL f. A la Taula 5 es mostren les
caracteristiques.

Taula 5. Marcadors CAPS candidats obtesos de 1’analisi amb SolGenomics i les seves caracteristiques

Enzim Preu per unitats Seqiiéncia que reconeix
BamHI 10000 u/53% GGATCC
AT <65%$/1000u AC [A|G] [C|T] GT

Per altra banda, no va ser possible 1’obtencié de marcadors CAPS per a I’espécie S. linnaeanum i per
a I’espécie S. campylacanthum només es va obtenir un marcador, AflIII, per a la regié d’amplificacid
dels encebadors trnT e i trnl._f pero cap per a la regio de trnT_a i trnL_d.

L’espécie S. insanum no es va poder estudiar amb aquests marcadors perd si que es van obtenir altres
enzims candidats de I’analisi de la seva seqiiencia per a les dues regions d’amplificacio: en el cas de la
zona d’amplificaci6 dels encebadors trnT a i trnL_d es van obtenir els enzims Alul, BCII i Dral i per
a la zona d’amplificaci6 dels encebadors trnT e i trnL_f es va obtenir I’enzim EcoRI perd no van ser
comprovats en aquest treball.

4.5 Digesti6 enzimatica

Es va realitzar la digestio en dos passos: una hora d’incubaci6 a 37°C i mitja hora a la temperatura
d’inactivacié de 80 °C, ambdos enzims coincideixen en les seves temperatures especifiques de la

digestio.

Per tal de comprovar que la digestio es va desenvolupar de forma correcta es van utilitzar dos
controls. En primer lloc el control C1 per a comprovar contaminacidé per enzim, on es va introduir el
mix de reacci6 sense enzim, afegint aigua pura en el seu lloc, i ADN de S. melongena, ja que és una
especie que 1’enzim digereix. En segon lloc el control C2, on es va introduir el mix de reaccié complet
perd no ADN, per a aixi comprovar si hi havia contaminacié per ADN.

La comprovaci6 en aquest cas es va realitzar en un gel d’Agarosa al 2%, i no del 1%, ja que els
fragments que es volen separar son menuts i amb poca diferéncia de tamany entre ells (en alguns
casos de menys de 200 pb) pel que és necessari un tamany de porus menor per a poder visualitzar els
resultats de forma clara.



Es va comprovar, en primer lloc, I’eficacia dels enzims de diferenciar les espécies silvestres de S.
melongena (Fig. 10 1 11). Per a aix0 es va realitzar la digestio de S. anguivi, S.bonariense, S.

dasyphyllum, S. elaeagnifolium, S. campylacanthum, S. lidii, S. torvum, S. melongena, S. incanum i el
retroencreuament BCIM3xEL?.

ANG1 scim3xetz2 BON DAS EL LID2Z TOR2.1 TOR3 MEL INC

Figura 10. Visualitzacié en gel d’Agarosa 2% de la digestié6 amb BamHI de S.melongena i espécies silvestres
relacionades. Les espécies estudiades en ordre d’aparicio al gel son: S. anguivi, el retroencreuament
BCIM3xL2, S. bonariense, S. campylacanthum, S. dasyphyllum, S. elaeagnifolium, S. lidii, S. torvum, S.
melongena 1 S. incanum. Es va utilitzar el marcador molecular “DNA Molecular weight,100 bp DNA

ladder” (Nippon Genetics).

M1 Cc1 C2 ANG1 BON CAMS5 DAS LiD2 TOM1 TOR3 VIO1 MEL INC

Figura 11. Visualitzaci6 en gel d’agarosa 2% de la digestié amb AfIIIl de S.melongena i espécies silvestres
relacionades. Les especies estudiades en ordre d’aparicio al gel son: S. anguivi, S. bonariense, S.
campylacanthum, S. dasyphyllum, S. lidii, S. tomentosum, S. torvum, S. violaceum, S. melongena i S. incanum.
Es va utilitzar el marcador molecular “DNA Molecular weight,100 bp DNA ladder” (Nippon Genetics).

Per a BamHI, digestio dels productes de PCR amb els encebadors trnT a i trnl._d, s’esperava que S.
melongena es digerira i les espécies silvestres no, ja que la primera conté la seqiiencia de

reconeixement de 1’enzim mentre que les espécies silvestres contenen un canvi del primer nucleotid
de la seqiiencia de G per A (Taula 5, GGATCC — AGATCC). Els resultats coincideixen i es poden



observar a la figura 10. A més a més, també es va observar la digestio de S. incanum, pel que aquest
enzim no ens permet diferenciar aquesta espécie. Per Gltim, el retroencreuament que es va introduir va
donar un patré de dues bandes resultat de la digestid, com era d’esperar ja que la seva mare ¢€s
d’espéecie S. melongena 1 per tant, conté la seqiliencia de reconeixement de 1’enzim (Fig. 10).

Per a AfIIII, digestio dels productes de PCR amb els encebadors trnT e i trnL_f, s’esperava que
S.melongena es digerira i la resta d’especies silvestres no, ja que la primera conté la seqiiencia de
reconeixement de 1’enzim, ACACGT, mentre que les espécies silvestres contenen un canvi nucleotidic
del 5¢ nucleotid de G per A (Taula 5, ACACGT — ACACAT). A diferéncia de BamHI veiem que
aquest enzim ens permet diferenciar les espécies S. incanum i S.melongena (Fig. 11).

Una vegada estudiada la utilitat dels marcadors a 1’hora de diferenciar les especies silvestres es va
comprovar la seva utilitat a I’hora de descobrir de quina espécie prové el material genctic del
cloroplast en plantes de generacio F1 derivades de I’encreuament de 1’especie S. melongena amb 5
especies relacionades: S. incanum, S. lichtenstenii, S. insanum, S. anguivi i S. dasyphyllum (Fig. 12).

Digestio BamHI

1- INS x MEL
2- MEL x INS
3. LIC x MEL
4- MEL x LIC
5- ANG x MEL

6- MEL x ANG
Digestié Afllll 7- DAS x MEL

8- MEL x DAS

9- INC x MEL

Figura 12. Visualitzacio en gel d’agarosa 2% de la digestiéo amb els enzimsBamHI i AfIIII de la F1 resultat dels

encreuaments en ambdds sentits de 1’especie S.melongena amb espécies silvestres relacionades. Es va utilitzar el
marcador molecular “DNA Molecular weight, 100 bp DNA ladder” (Nippon Genetics).

En aquells encreuaments on la planta mare és de 1’espécie S. melongena s’esperava un patro de
bandes similar a I’obtés per a aquesta especie (Fig. 101 11). Per aixo s’esperava que els encreuaments
1,2, 4, 61 8 foren digerits donant un patré de dues bandes i els encreuaments 3, 5, 719 no. Per als
encreuaments amb 1’ancestre putatiu, S. insanum, s’esperava la seva digestid independentment de si la
mare era S.melongena o S.insanum, ja que del seu estudi no es van observar canvis nucleotidics entre
les dues espécies per a la seqiiencia de reconeixement de 1’enzim, en els dos casos.

Amb I’enzim BamHI només van obtenir els resultats esperats en el cas dels encreuaments amb les

especies silvestres S. anguivi 1 S. dasyphyllum com a mare (encreuaments 5 i 7). En canvi, amb AfIIII
es va complir allo esperat per a quasi totes les especies silvestres, a excepcidé de S. insanum,
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(encreuaments 3, 5,7, 9) (Fig. 12). Una altra cosa que es dedueix dels resultats és que no es va produir
la digestio completa de I’ADN dels encreuaments ja que apareixen 3 bandes, quan haurien de ser 2, el
que es pot solucionar allargant el temps programat de digestio dels enzims.

En I’estudi dels marcadors CAPS es van utilitzar espécies silvestres que no formaven part de les
seqiienciades anteriorment, pel que es va fer una comprovacio in silico per a confirmar que els

resultats obtesos concorden amb les caracteristiques de la seva seqiiéncia nucleotidica en les regions
estudiades (Fig. 13).

En primer lloc es va estudiar 1’espécie silvestre S. incanum. Es va obtenir mitjangant BLASTn
(Altschul et al., 1990) contra el genoma complet del cloroplast d’aquesta espécie, present a la base de
dades de I’NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov), la regi6 equivalent a I’amplificada amb els
encebadors tmT a, trnL_d i trnT e, trnL_f. Mitjancant aquest analisi es va veure que: en el cas de la
regi6 del genoma amplificada per trnT a i trnL_d, S. incanum conté la seqiiéncia consens intacta de
I’enzim BamHI (GGATC) mentre que en el cas dels encebadors trnT e i trnl f S. incanum conté el
canvi de nucleotid de G a A que fa que AflII no puga recon¢ixer la seva seqiiencia de tall (Fig. 11).

Solanum melongena chloroplast, complete genome Solanum voucher BM: ya et al. RM294 chloroplast, complete genome
Sequence ID: MF818319.1 Length: 155569 Number of Matches: 1 Sequence ID: MH283708.1 Length: 155583 Number of Matches: 1
Range 1: 47672 to 48936 GenBank Graphics Range 1: 48978 to 49519 GenBank Graphics
Score Expect  Identities Gaps Strand Score Expect Identities Gaps Strand
2191 bits(1186) 0.0 1242/1265(98%) 19/1265(1%) Plus/Plus 985 bits(533) 0.0 539/542(99%) 0/542(0%) Plus/Plus
Query 402 AAAGTTAAAAAACAAGAATCGATCGTTCAAGTATTCCAAATTGAATGGCAAAATGACAGG 461 Query 1 TTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAAGACTATTTAACTCCCCAACTATTTATCCGACCCCCT 60
SDICE 48092  4uuteuutueananaeae et aea ettt e e aaeas 48151 SDICE 48978 ...iiiiiiiiiiiiiiii e 49037
Query 61 TTCCTTAACGGTTCCAAATTCCTTATCTTTCTCATTCACTCTATTCTTTTAGAAATGGAL 120
Query 462 AAGCGAGAC! TCCATCTATATTGAATTGCGGATTCCGAAATGA 521 Sbjct 49038 ..iiiiiiiiiiiiiicnieriiietenieiannas Cuvternnnnnennessnnannnns 49097
E s L - 48211
ngry 121 tttttttCTAAGAGTAA) GTTTTCTCT \CAA( T 180
Query 522  TAAAATCATTTTTGAT 2222222GGETCTCCTATAGAAGATAGTTAAGAAAATCA 581 BbIOt 43098 ..oceecsererienunseneniinansonaniinensitanrininsenaessnanses o157
£ L . 3 b 48271 Query 181 AGAAATGAACATCTTTGAGCAAGGAATCCCTAGTTGAATGATTCCCGATCAATACAAT 240
Sbjct 49158
Query 582 A AAACACGTTTTC ATCGGTATCTAATGAATTCAATGGTTCCAG 641 Query 241
SDIOC 48272 cocsioenssosescsisesssssssinessoeessossssodosssssisssasssis 48331 Shicr 49218
Query 642 TATaaaanaaqaaaaagaaaaaggaaanca:cccaacLaaLchaaaacaa 701 Query 301 T
SDICE 48332  tuiiiiniieeie et e e 48391 Sbjet 49278 ..
Query 361
Query 702 aaag T GAAATTGGTAC GCTACGGACTTAATTGGATTGAGCCTTG 761 Sbjct 49338
SbJot 48392 ..iiciceicccctccrcccctttccctttttcctctettscccttccscccsrcnscans 48451
Query 421

Query 762 GTATGGAAACTTACTAGGTGATCACTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAACAARAAA 821 Sbjct 49398

Sbjct 48452 .....iiiiiieeann P S 48511 Query 481
sbjct 49458

Query 822  TGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGTTTTCTCAAAACAAACAAAGGTTCAGaaaaaaaGGA 881 Query 541 AT 542
F) [T 1 R 48571 Sbjct 49518 .. 49519

Figura 13. Comprovacio in silico dels resultats de la digestio amb BamHI i AfIIII en I’espécie S. incanum.
Imatge A: BLASTn de la regio amplificada pels encebadors trnT a i trnl. d del genoma del cloroplast de S.
incanum contra el genoma complet del cloroplast de S. melongena.

Imatge B: BLASTn de la regi6 amplificada pels encebadors trnT e i trnL._f del genoma del cloroplast de S.
incanum contra el genoma complet del cloroplast de S. melongena.

Els resultats de la comprovacio in silico de les dues especies van concordar amb alld obtés a les

digestions 1 expliquen el perqué no és possible diferenciar-les de S. melongena amb el marcador
BamHI.

Amb I’espécie silvestre utilitzada als encreuaments 3 i 4: S. lichtensteinii, es va fer la mateixa
comprovacio i es va observar que la seqiiéncia de reconeixement de BamHI es troba al seu genoma
sense cap canvi, idéntica a la de S. melongena, 1 per tant no és possible diferenciar-la amb aquest
marcador. En canvi, conté el canvi nucleotidic en la seqiiéncia de reconeixement d’ AflIII pel que si és
possible diferenciar-la amb aquest marcador.

De les digestions es va arribar a la conclusio que I’enzim AfIIIl és més eficac a I’hora de diferenciar
S.melongena de les especies silvestres estudiades, amb un patré de bandes visualment facilment

21


https://www.ncbi.nlm.nih.gov

diferenciable, inclés per a determinar de quina espécie prové el material genétic del cloroplast en
poblacions F1.

4.6 Disseny d’encebadors i analisi dels SNPs mitjancant HRM.

Del disseny de marcadors CAPs hi va haver dues espécies que no van donar resultats: S. linnaecanum i
S. campylacanthum. A partir dels canvis nucleotidics de la regié amplificada pels encebadors trnT a i
trnl. d d’aquestes espécies, obtesos per alineament amb Solanum melongena, es van dissenyar
encebadors per a la técnica d’HRM, metode post-PCR per a la deteccié de variants genétiques en
I'ADN bicatenari basat en la desnaturalitzacio6 térmica (fusio) (Simko, 2016).

Per al disseny d’encebadors es va elegir un SNP no proper als extrems de la seqiiéncia ja que poden
ser derivats d’errors de seqiienciacio, degut a la menor qualitat de la seqiienciacié en els extrems.
L’SNP elegit es tracta d’un polimorfisme C/T, on C és 1'al-lel silvestre i T el present a S.melongena.
La seva posicio en el genoma complet del cloroplast de les espeécies S. linnaeanum i S.
campylacanthum ¢és 48610 pb 1 48608 pb, respectivament.

Es van dissenyar en total dos parells d’encebadors per a aquest SNP, a partir de la seqiiéncia de
cadascuna de les dues espécies, que coincideixen en la seqiiéncia del seu encebador directe i que
amplificaven una seqiiéncia de 90 pb. Les caracteristiques dels encebadors es mostren a la Taula 6. A
la Figura 14 es troba representada la seva posicio i direccio.

Taula 6. Encebadors dissenyats per a la técnica de ’HRM.

Directe nt Invers nt

LIN1.3(ad)_ 48610 TGCAGAGACTCAATGGAAGC | 20 TGCACTTCATTCTTTTTCTTTCTG | 24

CAM?7.1(ad)_48608 TGCAGAGACTCAATGGAAGC | 20 CATTCTTTTTCTTTCTGAAGTTTCG | 25

GATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTATTCTAACAAATGGAGTTAAATG|[C]GTTGGAAGAGGACT

CAM7.1_48608 directe

CTTTACATCGAAACTTCAGAAAGAAAAAGAATGAAGT

CAM7.1_48608 invers

Figura 14. SNP candidat elegit per al disseny d’encebadors per a la técnica d’HRM a partir de les espécies S.
linnaeanum 1 S. campylacanthum. A la figura es mostra la posiciéo de I’SNP al genoma del cloroplast per a
I’espécie S.campylacanthum, que es troba representat entre claudators. Els encebadors directe i invers obtesos
per a I’estudi de I’SNP es troben representats a la figura mitjangant fletxes on la punta de la fletxa indica
I’extrem 3’ de cada encebador.

Es va comprovar I’eficacia dels dos encebadors dissenyats mitjangant un analisi d’HRM amb les
especies S. linneanum, S. campylacanthum, S. insanum 1 S. melongena. De ’analisi amb HRM s’obté
una grafica de nivell de fluorescéncia i temperatura, obtenint aixi corbes de fusid, en la qual es pot
detectar canvis d’un sol nucleotid ja que les diferents seqiiéncies genétiques presenten variacions
menudes de la seva temperatura de desnaturalitzacio. Es va determinar la capacitat dels marcadors de
diferenciar les tres espécies silvestres de S. melongena mitjangant aquest SNP i es va observar que el
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parell d’encebadors de S. linneanum donava resultats ambigus, que no permeteren diferenciar
clarament els diferents genotips, pel que es va elegir el parell d’encebadors de S. campylacanthum per
als seglients experiments.

Una vegada observada la qualitat dels dos parells d’encebadors i la seva aplicaci6 a I’hora de
diferenciar les especies silvestres de S. melongena, es va buscar la preséncia del polimorfisme C/T a
totes les espécies silvestres estudiades per tal de comprovar que es podria fer servir per a totes les
especies. Es va utilitzar la seqiiéncia consens per als encebadors trnT a i trnL d de S.
campylacanthum, en la que esta inclosa I’SNP, per a buscar coincidéncies mitjancant I’alineament
amb la resta d’espécies, recopilades a la Taula 1. Per a aquelles espécies de les quals no es disposava
de seqiiencies propies derivades de la seqiienciacié mitjangant Sanger: S. incanum, S. melongena, S.
lichensteinii, S. tomentosum i S. violaceum, es van utilitzar les seqiiéncies presents a la base de dades
de I’NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) amb els localitzadors: NC 039605.1, MF818319.1,
NC 039598.1, DQ392961.1 i NC _039604.1, respectivament.

Per a realitzar I’alineament multiple es va utilitzar la ferramenta MUSCLE (EMBL-EBI, https://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/). A la Figura 15 es mostren els resultats de 1’alineamen d’aquesta
regid de totes les espécies, on es troba el polimorfisme C/T marcat.

campylacanthum(ad) GGTAAATT
insanum2 GTTTAAAT
dasyphyllum AGTTTAAT
anguivil (ad) AGTTAAAT
elaeagnifolium AGTTAAAT
bonariense AGTTAAAA

TGTTGGTAAGAGGACTCTTTTACATC~-GAAACTTC~-AGAAAAGAAAA-AGA
C%TT—GGTAGAGGACTC—TTTACATCGGAAACTTTCAGGAAAGAAAA—AGG
CGTTGGGTAGAGGACTC-TTTACATCGGAAACTTC--AGAAAGAAA--AGA
CGTT-GGTAGAGGACTC~-TTTACATC-GAAACTTC~--AGAAAGAAAA-AGA
CETT-AGGTGAGGACTC—TTTACATC-GAAACTTC--AGAAAGAAAA-AGA

C%TT-GGAAGAGGACTC—TTTACATCGCAAACTTC-—AGAAAGAAAATAGA

torvum2.1 AGTTAAATGCGTT-GGTAGAGGACTC-TTTACATC-GAAACTTC~-~-AGAAAGAAAA-AGA
BC1xM3(ad) AGTTAAAT T%TT-GGTAGAGGACTC-TTTACATC-GAAACTTC—-AGAAGGAAAA-AAG
melongena AGTTAAAT T%TT—GGTAGAGGACTC—TTTACATC—GAAACTTC-—AGAAAGAAAA-AGA
incanum AGTTAAAT

C%TT—GGTAGAGGACTC—TTTACATC—GAAACTTC——AGAAAGAAAA—AGA
C%TT—GGTAGAGGACTC—TTTACATC—GAAACTTC-—AGAAAGAAAA—AGA
CGTT-GGTAGAGGACTC-TTTACATC-GAAACTTC--AGAAAGAAAA-AGA
CETT—GGTAGAGGACTC—TTTACATC—GAAACTTC——AGAAAGAAAA—AGA
CGTT-GGTAGAGGACTC~-TTTACATC-GAAACTTC~--AGAAAGAAAA-AGA

CGTT-GGTAGAGGACTC~-TTTACATC~-GAAACTTC~-~-AGAAAGAAAA-AGA
Xk % hkkkkkkk hkkkkkkk  kkkkkk *k kkkk ok

linneanuml.3 AGTTAAAT
lichtensteinii AGTTAAAT
violaceum AGTTAAAT
tomentosum AGTTAAAT
lidii2(ad) AGTTAAAT

Figura 15. Alineament multiple de les especies silvestres relacionades estudiades i S. melongena per a observar
els dos al-lels del polimorfisme C/T i el genotip de cadascuna de les espécies.

Una vegada estudiades les especies silvestres es va realitzar [’experiment d’HRM amb I’ADN de
poblacions F1, encreuaments especificats a la Taula 2. Les poblacions F1 estudiades consisteixen en
I’encreuament en ambdos sentits de les espécies S. anguivi, S. insanum, S. lichtensteinii, S.
dasyphyllum amb S.melongena i I’encreuament S. incanum x S. melongena. En aquests encreuaments
es van utilitzar com a parentals diferents accessions de 1’especie S. melongena: S. melongena 1, S.
melongena 3 , S. melongena 5. Com a control es va utilitzar I'ADN de I’espécie S. melongena, com a

corba referéncia, de mode que aquells encreuaments amb una corba de fusié similar corresponen als
de I’al-lel T.
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Figura 16. HRM de poblacions F1 derivades d’ encreuaments entre S. melongena 1 espécies silvestres
relacionades amb els encebadors CAM?7.1(ad) 48608. La imatge A correspdén a I’analisi “Tm calling” i la

imatge B a I’analisi “Gene Scanning”.

En primer lloc es va realitzar 1’analisi “Tm calling” que serveix per a comprovar que 1’amplificacid
s’ha desenvolupat correctament, sense amplificacions inespecifiques, de mode que només s’ha
d’obtenir un pic per cada especie analitzada. A la Figura 16A s’observa que I’amplificacio es va
realitzar correctament.

Es van observar tres agrupacions clares de pics: la primera formada pels encreuaments amb mare S.
melongena 1 (S.melongena 1.3 x S. lichensteinii 1 S. melongena 1.2 x S. insanum 2.1), la segona
formada pels encreuaments amb mare S. melongena 31 5 i de I’especie S. insanum (S.insanum 1 x S.
melongena 3, S. melongena 3.3 x S. dasyphyllum 1.3 1 S. melongena 5.2 x S. anguivi 2.2) 1 per ultim
els encreuaments amb mare d’especie silvestre (S. lichensteinii 3.1 x S. melongena 1.3, S. anguivi 1.1
x S. melongena 5.3, S. dasyphyllum 1.1 x S. melongena 1.3, S. incanum 1 x S. melongena 1.5). El pic
més baix és el genotip control utilitzat (S. melongena), (Fig. 16A).

En segon lloc es va realitzar I’analisi “Gene Scanning”. De I’estudi previ del comportament del
polimorfisme a les espécies silvestres (Fig.15) s’esperava obtenir diferents corbes de fusid segons si la
planta mare de I’encreuament era S. melongena o una de les espécies silvestres, de mode que ens
permetera visualment assignar cadascun dels individus F1 en un dels dos al-lels del polimorfisme de
forma clara. A la comparativa de totes les corbes de fusio (Fig. 16B), es van veure tres grups
diferenciats, tal i com passava a 1’analisi “Tm Calling”: el primer format pels encreuaments amb mare
S.melongena 1, MEL1.2 x INS2.1 i MEL1.3 x LIC2.2 (corbes verdes); el segon per la resta
d’encreuaments amb mare S. melongena, MEL5.2 x ANG2.2, MEL3.3 x DAS i I’encreuament INS1 x
MELS3 (corbes roges i corba control morada de S. melongena) i per Gltim, els encreuaments amb mare
d’espécie silvestre; LIC3.1 x MEL1.3, ANG1.1 x MEL5.3, DAS1.1 x MEL1.3 i INC1 x MELL1.5
(corbes blaves).

També es va realitzar 1’analisi dos a dos dels individus F1 on es van diferenciar clarament dues
corbes, associables a dos al-lels diferents, dels encreuaments en ambdos sentits a totes les especies
estudiades (Fig. 17 A,B,C,D,E). A I’analisi mitjangant 1’alineament multiple de I’'SNP es va
comprovar la preséncia de I’al-lel T del polimorfisme present a S. melongena a I’espécie S. insanum
(Fig. 15), per tant, les corbes de fusi6é obteses dels encreuaments en ambdos sentits d’aquesta espécie
amb S. melongena haurien de ser similars. Tot i aix0, es van obtenir dues corbes diferents (Fig 17. A)
possiblement degut a I’accesio de S.Melongena utilitzada com a parental: S. melongena 1.2, ja que a
la Figura 16B es troba la corba de I’encreuament amb mare S. insanum agrupada amb la corba de
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fusioé de I’espécie S.melongena, utilitzada com a genotip control, i per tant aixo indicaria que contenen
el mateix al-lel del polimorfisme.

Per ultim, com es van observar diferents comportaments en les plantes amb mare de ’espécie S.
melongena segons quin tipus d’accessié s’havia utilitzat com a parental, es va realitzar I’analisi

“Difference Plot”, grafic normalitzat a partir de la senyal relativa diferenciada de les corbes de fusio
obteses de les poblacions F1 amb mare S. melongena amb el marcador CAM7.1(ad) 48408 (Fig.18).
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Figura 17. Comprovacié dos a dos de les corbes d’HRM dels analisis “Tm calling” i “Gene Scanning” de
poblacions F1 derivades d’encreuaments entre S. melongena i espécies silvestres relacionades. A la imatge A es
troben representats els encreuaments entre les especies S. melongena i S. insanum.A la imatge B es troben
representats els encreuaments entre les especies S. melongena 1 S. lichtensteinii. A la imatge C es troben
representats els encreuaments entre les espécies S. melongena i S. anguivi. A la imatge D es troben representats

els encreuaments entre les espécies S. melongena 1 S. dasyphyllum. Per Gltim, a la imatge E es troba representat
P’encrevament S. incanum x S. melongena junt I’espécie control S. melongena.

25



Nor i and T P i i Plot
5.7081

50081 P e
43081 oz X
3608 - %

2.308] o e ~ \
2.208] e Ty N\

1.508] i s

o808 —— L £ g
0.108] By a0

0532 - ——— B
1,292 /‘ TSR = o — S

-1.992 T —

Relative Signal Difference

75 752 754 756 758 76 762 764 766 768 77 772 774 716 778 78 782 784 786 788 79 792 794 796 798 80
Temperature (*C)

Figura 18. Perfils representatius de les corbes de fusid de la regié amplificada pels encebadors trnT a i trnl._d
per als encreuaments amb mare S. melongena. Encreuaments amb accessio S. melongena I com a mare
corresponen a les corbes verdes i encreuaments amb accessions S.melongena 3 i 5 com a mare corresponen a les
corbes roges.

Els diferents resultats obtesos per a les accessions de 1’especie S. melongena (Fig.18) poden deure’s a
canvis en la seqiiéncia que envolta el polimorfisme i no a que continguen al-lels diferents d’aquest,
que resultarien en diferents corbes de fusi6. Per a estudiar-ho seria necessaria la seva seqiienciacio i
fer un analisi de les seqliencies en la zona del polimorfisme, per a buscar canvis, aix6 com un nou
analisi d’HRM amb els encebadors dissenyats per a aquest polimorfisme. Aquest analisi pot ser
interessant ja que s’ha comprovat que les diferents accessions de S. melongena resulten en diferents
caracteristiques fenotipiques de les plantes obteses com a nivell de creixement, en el nombre de flors;
on s’ha observat que les accessions S. melongena 1, 3 i 5 floreixen més abundantment que, per
exemple, S. melongena 4 i 6, en el grau d’¢xit de la hibridacié interespecifica; on 1’accessio S.
melongena 1 ha resultat ser la de major éxit o en la quantitat i en el tamany dels fruits; on s’ha

observat que funcionen millor unes o altres accessions segons I’espécie amb la qual es produeix
I’hibridacié (Plazas et al., 2016).

Per ultim es va realitzar HRM amb poblacions MAGIC, on es va realitzar una identificacié i
classificaci6é a cegues de les plantes en els dos al-lels possibles de I’SNP per tal de comprovar que els
marcadors desenvolupats permeten identificar de quina espécie prové el material genétic del
cloroplast, inclos en poblacions segregants.

Es va rebre ADN de 16 plantes corresponents a poblacions MAGIC: de les quals 8 presentaven
citoplasma de I’espécie S. melongena i les altres 8 de 1’espécie silvestre relacionada pertanyent al pool
secundari S. incanum. Es desconeixia quines de les plantes formava part de cada grup, pero, segons
I’estudi del marcador amb les especies silvestres, el resultat esperat de realitzar 'HRM amb el parell
d’encebadors dissenyats era poder diferenciar-les clarament en dos grups de corbes de fusi6 degut a
que cadascuna de les dues espécies contenen un dels dos al-lels del polimorfisme.

Es van analitzar de nou els resultats de ’HRM amb els analisis “Tm Calling” i “Melting Peaks”.

Com hem dit anteriorment, I’analisi “Tm calling” serveix per a comprovar que no hi ha hagut
amplificacid inespecifica. A la Figura 19 s’observa que es va produir I’amplificaci6 correctament..
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Figura 19. Analisi “Tm calling” de ’HRM de 16 poblacions segregants MAGIC amb citoplasma de 1’espécie S.
melongena o S.incanum.

L’analisi “Gene Scanning” va confirmar que el marcador era capag de diferenciar en dos genotips
diferents les 16 poblacions MAGIC: en les de citoplasma S. melongena (corbes blaves), corresponent
a I’al"lel T del polimorfisme, i les de citoplasma S. incanum (corbes roges), corresponent a 1’al-lel C
del polimorfisme. Aquests resultats s’observen als grafics de les seves corbes de fusié normalitzades i
de “Difference Plot” (Fig. 20 A, B). Es va aconseguir classificar 15 de les 16 poblacions MAGIC en el
seu grup correcte mitjangant aquest marcador. L’inica poblacié MAGIC que no es va aconseguir
classificar correctament va ser la 53-99(1), possiblement degut a una mala qualitat de I’ADN o una
mala classificacio de la planta durant el procés d’obtencio de les linies (Fig. 18C, D). Tot i aquest
error, els resultats obtesos confirmen la capacitat d’aquest marcador de poder diferenciar I’espécie de
la qual prové el material genétic del citoplasma d’una planta inclos en poblacions segregants, el que
¢s d’interes perque durant la creacié d’aquestes linies es va observar que les plantes amb citoplasma
de I’espécie S.incanum presentaven una menor viabilitat i funcionaven pitjor a ’hora d’utilitzar-les
com a parentals als encreuaments.
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Figura 20. Corbes d’HRM normalitzades de 1’analisi “Gene Scanning” de poblacions segregants tipus MAGIC.
A la imatge A trobem totes les corbes de fusié normalitzades i a la imatge B al grafic diferencial de les corbes de

fusié. La imatge C correspon als resultats obtesos de la classificacié en els dos genotips de les poblacions
MAGIC obtesa de I’analisi d’HRM mentre que la imatge D és la classificacio real dels individus de les
poblacions segregants en els dos genotips (citoplasma de S. melongena o S. incanum).

27



El segiient pas a seguir per a continuar aquest treball podria ser ’estudi a nivell de fenotip de les flors
1 viabilitat del polen de les poblacions F1 analitzades, per a demostrar que realment el fons genctic
d’espécie silvestre provoca problemes d’esterilitat. Tot i que aquest fenomen ja es va observar amb les
poblacions MAGIC utilitzades en aquest experiment i hi ha estudis anteriors enfocats en la relacio de
la preséncia del citoplasma d’espécies silvestres en una planta de millora i 1’aparicid d’esterilitat
masculina, com ja hem anomenat a I’introduccié d’aquest treball.

En definitiva, en aquest estudi de I’Heréncia Materna del cloroplast s’han utilitzat dos abordatges
diferents per a 1’obtencié de marcadors moleculars, ambdos basats en PCR, que han demostrat ser
utils en la diferenciacio de les espécies silvestres de S. melongena. L’amplificacié per PCR és un
analisi ampliament disponible en els laboratoris de genética molecular, pel que el primer pas
d’ambdues teécniques pot ser realitzat sense cap dificultat (Shavrukov, 2016) pero 1’eleccié d’una o
altra técnica s’ha de realitzar tenint en compte una série de consideracions.

Un dels principals avantatges dels CAPS front a ’HRM ¢€s el material senzill i relativament barat
necessari: s’utilitzen equips habituals als laboratoris i analisis rutinaris incloent la PCR, la digestio
amb enzims 1 I’electroforesi (Shavrukov, 2016). En comparacid, la majoria de técniques moleculars
modernes requereixen equips automatics, molt cars. Les identificacions simples de CAPS produeixen
un sol o molt pocs fragments després de la digestio, cosa que representa un avantatge molt positiu
d'aquest metode. Les interpretacions d’aquests marcadors son tan senzilles que es poden dur a terme
facilment fins 1 tot per estudiants (Shavrukov, 2016).

Com a principal desavantatge dels marcador CAPS front a ’HRM ¢és I’analisi relativament llarg de
tres passos (PCR, digesti6 i electroforesi) aixi com la possibilitat de I’augment de cost si es necessiten
enzims rars (Shavrukov, 2016). En aquest experiment es va aconseguir optimitzar el preu de la técnica
gracies a que es van trobar una varietat d’enzims economicament rentables per a totes les especies. A
més a més, aquest tipus de marcadors son menys adaptables a sistemes automatics de gran rendiment
perd una aplicacido semiautomatica dels marcadors CAPS podria ser la PCR miltiple, que utilitza
encebadors etiquetats amb diferents fluorescéncies seguida de una separacié capilar (Shavrukov,
2016). Per altra banda, l'analisi del punt de fusié de ’'HRM ofereix un métode de visualitzacio
totalment integrat amb la PCR amb la combinacio del seguiment continu de la fluorescéncia de la
PCR amb l'analisi de la corba de fusié6 permetent 'amplificacid, deteccioé i diferenciacié simultania
dels productes de PCR que es van obtenint (Ririe et al., 1997).

La técnica d’HRM és recomanable per qiiestions practiques com ara 1’estalvi de temps (ja que s’evita
el temps necessari de preparar, carregar, correr i analitzar gels) i el fet que 1’analisi de dades es pot
realitzar de forma automatica disminuint la possibilitat d’error huma en la transferéncia de dades. A
més, I'analisi de MHR es fa al mateix tub que la PCR sense necessitat d'obrir-lo entre I'amplificacio i
'analisi del producte, el que disminueix significativament el risc de contaminacié. Finalment, 'HRM
té l'avantatge que ¢s no destructiu i, per tant, si 'HRM falla o és ambigu, es pot realitzar una
comprovacié mitjancant I'analisi en gel d’electroforesi o la seqiienciacié dels productes de la reaccio
(Thomsen et al., 2012). En definitiva, ’'HRM es converteix en una eina util per a l'analisi rapida,
fiable, amb una elevada sensibilitat i economica dels marcadors codominants sobretot si disposem
d’un gran nombre de mostres degut a la seva automatitzacio.

Com a desavantatges principals de la técnica d’HRM en trobem dos. En primer lloc, la necessitat de
la seqiienciacio dels amplicons per a determinar les variants de la seqiiéncia, ja que no és possible
identificar el nombre i la posicio de les mutacions dins de I’amplicé només mitjancant aquest analisi
(Simko, 2016) tot i que amb espécies ampliament estudiades es poden utilitzar les seqiiéncies
disponibles a les bases de dades. Al contrari, el desenvolupament de marcadors CAPS és possible fins
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i tot en abséncia de seqiiéncies, sobretot en espécies amb alta probabilitat d’SNPs o inDels, pero el
procés en aquest cas es fa més llarg amb una probabilitat més reduida d’¢xit (Shavrukov, 2016).

En segon lloc, la necessitat d’optimitzar aquesta técnica de cara a un analisi correcte. L’analisi depén
en gran mesura de que es desenvolupe una bona PCR, de la resolucio dels instruments, que afecta a la
precisio, i dels colorants que amb la seva concentracio afecten a la posicio i I'amplada absoluta de les
corbes de fusio (Thomsen et al., 2012), (Wittwer, 2009). També la deteccié de SNPs €s problematica
quan es produeix un polimorfisme massa proper a qualsevol dels llocs d’enllag de primers pel que
s’ha de dissenyar els encebadors tenint-ho en compte. Altre parametre a tenir en compte a I’hora
d’optimitzar I’analisi és la longitud del producte de PCR. En el cas dels CAPS, una inserci6 o delecid
més llarga en els amplicons donara lloc a una deteccidé més precisa en el gel (Shavrukov, 2016),
mentre que I’HRM perd sensibilitat amb la mida del producte (Simko, 2016), la resolucié més alta
sol veure’s amb fragments de menys de 200 pb de longitud i s’ha descobert que es produeixen més
errors quan la longitud augmenta sobre els 400 pbs (Wittwer, 2009). Tot i aixo, els amplicons de més
de 500 pb poden proporcionar una resolucié satisfactoria per als al-lels amb grans diferéncies en les
temperatures de fusido (Simko, 2016). Per altra banda, petites diferéncies en la grandaria dels
amplicons que no podrien resoldre’s en sistemes de gel d’Agarosa son facilment reconeixibles en la
tecnica d’HRM (Wittwer, 2009).

Per tant, segons la disponibilitat de material i de I’equip necessari, del cost i de la magnitud de
I’experiment s’elegira un o 1’altre tipus de marcadors dissenyats en aquest estudi per a I’estudi de
I’Heréncia Materna.

S. CONCLUSIONS

- Es va aconseguir la correcta amplificacid i seqiienciacié de regions d’interés del cloroplast
per a I’estudi de I’Heréncia Materna, obtenint inclos seqiiencies no disponibles a la base de
dades de I’NCBI, aixi com I’estudi dels canvis nucleotidics presents en aquestes seqiiéncies,
interessants en la comparaci6 de les especies silvestres relacionades amb S. melongena.

- Es va aconseguir dissenyar marcadors moleculars utils per a ’estudi de 1’Heréncia Materna
en 1’alberginia cultivada i les espécies silvestres relacionades utilitzades per a la seva millora,
que poden ser interessants per als programes de millora d’aquesta especie. Els resultats
obtesos per als dos tipus de marcadors, CAPS i HRM, han resultat favorables i permeten la
diferenciacio visualment facil de les espécies silvestres de S. melongena tant en poblacions F1
com en poblacions segregants.

- Es va aconseguir 1’obtencié de marcadors de tipus CAPS economicament rentables i amb
patrons de bandes facilment diferenciables en gels d’agarosa per a les diferents espécies
silvestres analitzades. Inclos es van aconseguir marcadors CAPS per a I’especie S. insanum la
qual mitjangant la técnica d’HRM no és diferenciable de S. melongena (d’algunes
accessions), que no van ser comprovats pero poden ser utilitzats en posteriors estudis.

- De I’analisi d’SNPs mitjancant HRM es va dissenyar un marcador basat en un polimorfisme
C/T que va permetre diferenciar 14 espécies silvestres relacionades de S. melongena. Per tant,
es pot pensar que €s probable la preséncia d’aquest polimorfisme a altres espécies silvestres
del “pool” genétic de I’alberginia el que convertiria aquest marcador en molt util per a
programes de millora d’aquesta espécie. Podria estudiar-se I’SNP a partir del qual es van
dissenyar els encebadors per a I’experiment d’HRM, ja que sembla que es troba prou
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conservat, en altres espécies del pool genétic de ’alberginia per a determinar quina podria ser
la capacitat d’aquest marcador de diferenciar la resta de silvestres de S. melongena.

Els resultats de 1’analisi de I’SNP mitjancant HRM van resultar en diferents corbes per a les
diferents accessions de 1’espécie S. melongena utilitzades com a parentals, tot i ser de la
mateixa especie. Aquestes accessions presenten diferents caracteristiques fenotipiques pel que
pot ser util poder diferenciar quina d’elles és la planta mare d’una planta d’interés. Per tant,
seria interessant el futur estudi d’aquest marcador dins de 1’espécie S. melongena.
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