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RESUMEN

Titulo: Deteccion de una translocacion cromosémica en pepino dulce (Solanum
muricatum) mediante el empleo de marcadores moleculares.

El pepino dulce (Solanum muricatum) es un cultivo de procedencia andina cultivado
por sus frutos, los cuales son apreciados por su sabor dulce, su aroma, asi como por
sus propiedades bioactivas (Herraiz et al., 2016b). Aunque filogenéticamente es una
especie muy cercana tanto al tomate como a la patata, no ha sido tan estudiada a nivel
gendémico debido a su menor importancia econémica. En este sentido, el grupo de
mejora genética de solanaceas del COMAYV, entre otros trabajos, llevé a cabo la
secuenciacion del transcriptoma de pepino dulce (Herraiz et al., 2016a) y un mapa
genético de alta resolucion mediante 1625 marcadores SNP obtenidos por GBS
(Enshire et al., 2011). Este mapa genético determiné la presencia de 12 grupos de
ligamiento, y su comparaciéon con genomas de otras especies proximas sacé a la luz
varias anomalias cromosémicas. Una de estas anomalias es una translocacion no
presente en ninguna otra solanacea, la cual requeria de su confirmacion. Este es el
objetivo del presente trabajo final de grado. Para ello se sembraron semillas obtenidas
por autofecundaciéon de una variedad de pepino dulce con el fin de obtener una
poblacion de plantas de las que se extrajo ADN. A partir de secuencias del
transcriptoma, se seleccionaron varios marcadores SNPs situados en los fragmentos
implicados en la translocacion. Estos marcadores fueron seleccionados con la
condicién de ser heterocigotos en pepino dulce. El estudio de la segregaciéon de dichos
marcadores y su frecuencia de recombinacién o transmision independiente nos
permitira confirmar o descartar la presencia de dicha translocacion en el genoma de
esta especie. Para ello se realizd6 un ensayo HRM (Li et al., 2010) cuyos resultados
fueron analizados en un estudio de ligamiento genético.

Palabras clave: Mapas genéticos, pepino dulce, Solanum muricatum, HRM, SNPs,
translocacion.
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ABSTRACT

Title: Detection of a chromosomal translocation in sweet cucumber (Solanum
muricatum) using molecular markers.

The sweet cucumber (Solanum muricatum) is a crop of Andean origin grown for its
fruits, which are appreciated for their sweet taste, aroma, as well as for their bioactive
properties (Herraiz et al., 2016b). Although phylogenetically it is a species very close to
both tomato and potato, it has not been as well studied at the genomic level due to its
lesser economic importance. In this sense, the Solanaceae genetic improvement group
of COMAV, among other works, carried out the sequencing of the sweet cucumber
transcriptome (Herraiz et al., 2016a) and a high-resolution genetic map using 1625
SNP markers obtained by GBS. (Enshire et al., 2011). This genetic map determined
the presence of 12 linkage groups, and its comparison with genomes of other nearby
species brought to light several chromosomal abnormalities. One of these anomalies is
a translocation not present in any other nightshade, which required its confirmation.
This is the objective of this final degree project. For this, seeds obtained by self-
fertilization of a variety of sweet cucumber were sown in order to obtain a population of
plants from which DNA was extracted. From transcriptome sequences, several SNP
markers located in the fragments involved in the translocation were selected. These
markers were selected with the condition of being heterozygous in sweet cucumber.
The study of the segregation of these markers and their frequency of recombination or
independent transmission will allow us to confirm or rule out the presence of these
translocation in the genome of this species. For this, an HRM trial was carried out (Li et
al., 2010) whose results were analyzed in a genetic linkage study.

Keywords: Genetic maps, sweet cucumber, Solanum muricatum, HRM, SNPs,
translocation.
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1. INTRODUCCION

1.1. EL PEPINO DULCE

El pepino dulce (Solanum muricatum Aiton) también conocido como pera melén es una
especie vegetal fanerégama perteneciente a la familia de las solanaceas.

Originaria del continente sudamericano, mas concretamente de la region andina, se
cultiva en paises, como Colombia, Bolivia, Pert y Ecuador (Nuez y Ruiz, 1996). El
interés del cultivo reside en el fruto, una baya refrescante de sabor agradable, que
presenta una gran variacién tanto en tamafio como en forma y color (Herraiz, 2015)
(Figura 1).

Figura 1. Frutos de una variedad de pepino dulce.

Si se recoge maduro puede usarse como postre o para la elaboracién de compotas o
mermeladas, mientras que si se recoge verde puede consumirse en ensalada (Nuez y
Ruiz, 1996).

Por poseer multitud de caracteristicas atractivas el pepino dulce se ofrece como
posible nuevo cultivo prometedor en Europa. Ejemplos de ello son, su sabor o calidad
organoléptica (Nuez y Ruiz, 1996) y su valor nutraceutico (Hsu et al., 2011; Shathish &
Guruvayoorappan, 2014).



1.2. TAXONOMIA

Como ya se ha dicho, el pepino dulce pertenece a la familia de las solanaceas, y
dentro de ella al género Solanum. A este mismo género también pertenecen cultivos
de gran importancia econdmica como la patata, la berenjena y el tomate. A
continuacion se recoge la clasificacion taxondmica de S. muricatum (Nuez y Ruiz,
1996) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién taxonémica de pepino dulce.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Subfamilia Solanoideae
Tribu Solaneae
Género Solanum
Subgenero Potatoe
Seccion Basarthrum
Serie Muricata

Hablando en términos evolutivos el pepino dulce esta estrechamente emparentado con
el tomate y la patata, habiéndose sugerido incluso que forman un grupo monofilético
gue podria establecer un género aparte (Lester, 1991).

1.3. VALOR NUTRICIONAL Y NUTRACEUTICO

El fruto del pepino dulce tiene alto contenido en agua (>92%) y bajo contenido cal6rico
(250 kcal/kg) (Rodriguez-Burruezo et al., 2011). Se trata de un alimento de alto valor
nutracéutico ya que posee alto contenido en potasio y vitamina C (Hsu et al., 2011).
Ademas existen varios estudios acerca de las propiedades beneficiosas que este fruto
tiene sobre la salud como por ejemplo su efecto antitumoral (Shathish &
Guruvayoorappan, 2014), antioxidante (Sudha et al., 2011) y antidiabético (Hsu et al.,
2011).

A continuacion se recoge la informacion nutricional de tres cultivos de pepino dulce en
diferentes paises: Nueva Zelanda (Redgwell & Turner, 1986), Pert (Delgado de la
Flor, 1988) y Chile (Bravo y Arias, 1983) (Tabla 2).



Tabla 2. Valor nutricional de tres cultivos de pepino dulce.

Componente (Valores por 100 g) ‘ Nueva Perad  Chile
Zelanda

Calorias (kcal) - 26,0 25,0
Agua (9) 91,8932 [ 923 | 924
Fibra (g) - 0,5 0,5
Proteinas (g) 0,10-0,13 | 0,30 0,40
Lipidos y pigmentos (mg) 25-44 - 100
Azlcares solubles (g) 4,9-6,4 7,0 6,3
Almidén (mg) 20,0-90,0 - -
Vitamina A (mg) - 317 -
Vitamina C (mg) 46,0-68,8 | 29,7 26,0
Acidos organicos no volatiles (mg) 119-153 - -

El aroma del pepino dulce se debe a una compleja mezcla de compuestos volatiles,
los diferentes grupos varietales pueden clasificarse en funcibn de su aroma
predominante en tres grupos (Rodriguez-Burruezo et al., 2004a):

- Aroma a fruta madura: constituido por acetatos y prenol.
- Aroma a vegetal verde: constituido por aldehidos C6y C9.
- Aroma a fruta exética: constituido por lactonas, mesifurano y -damascenona.

1.4. LA BIOTECNOLOGIA Y LA MEJORA GENETICA DE PLANTAS

Tradicionalmente, la mejora genética de plantas ha sido llevada a cabo realizando
cruzamientos entre individuos seleccionados para producir nuevos cultivares con
rasgos deseables, esto se conoce como mejora genética de plantas (mejora vegetal)
tradicional o mejora mediante métodos convencionales. Largos periodos de tiempo y
varias generaciones son necesarios para seleccionar y evaluar genotipos Utiles
mediante los métodos tradicionales. Gracias a la aplicacion de las herramientas
proporcionadas por la biotecnologia y la biologia molecular, en las ultimas décadas,
han sido desarrolladas multitud de técnicas novedosas para obtener nuevos cultivares
y mejorar los ya existentes (He et al., 2014).

La seleccion asistida por marcadores o MAS (por sus siglas en inglés “marker-assisted
selection”) es un proceso mediante el cual los marcadores moleculares se utilizan para
la seleccion indirecta de rasgos de interés en los cultivos. Este método ha sido
ampliamente aplicado de manera efectiva para mejorar la calidad, el rendimiento y la
tolerancia al estrés bidtico o abiético de diversos cultivos. Otra de las técnicas
empleadas frecuentemente para la mejora de plantas es el genotipado por
secuenciacion o GBS (por sus siglas en inglés “genotyping-by-sequencing”). Esta
técnica ofrece una herramienta definitiva a este método de seleccién para acelerar el
proceso de mejora de plantas y cultivos (He et al.,, 2014). Mdltiples tipos de
marcadores moleculares basados en PCR han sido utilizados para la mejora genética
de especies, ejemplos de ello son, RFLP (Botstein et al., 1980), RAPD (Williams et al.,
1990), SCAR (Paran & Michelmore, 1993), CAPS (Konieczny Y Ausubel, 1993), SSR
(Salimath et al., 1995), AFLP (Vos et al., 1995) y DALP (Desmarais et al., 1998).



Entre la amplia gama de marcadores moleculares existentes, los SNPs han
demostrado ser los mas abundantes y los mas adecuados para el andlisis de genomas
de diversos tamafios (Rafalski, 2002). Multitud de esfuerzos se han centrado en el
desarrollo de técnicas y plataformas que permitan identificar un gran niamero de sitios
polimérficos en los genomas en tiempos relativamente cortos. En los dltimos 15 afios,
las técnicas de marcadores basadas en SNPs han sentado las bases del genotipado
de alto rendimiento, reduciendo considerablemente los costes en comparacion con los
enfoques de genotipado anteriores (He et al., 2014).

La creciente demanda de plataformas que permitan la secuenciaciéon de ADN a un
bajo coste ha impulsado el desarrollo de tecnologias de alto rendimiento también
conocidas como tecnologias de secuenciacion masiva (NGS, por sus siglas en inglés
“next-generation sequencing”). Han sido muchas las plataformas de secuenciacion
desarrolladas a lo largo de estos Ultimos afios. Algunas de ellas son, Roche 454 FLX™
(Rothberg et al., 2008), lllumina MiSeg® o lon Torrent™ Personal Genome Machine™
(PGM) (Qualil et al., 2012). Un punto en comun en la mayoria de estas tecnologias
NGS es la division de forma aleatoria el ADN gendmico en tamafios mas pequefios
que son inmovilizados en una superficie solida. Millones de moléculas de ADN
amplificadas en paralelo son inmovilizadas en una superficie sintética para generar
hasta varios miles de millones de secuencias. La secuenciacion se realiza de manera
iterativa, donde la incorporacion de los nucle6tidos es monitorizada por la emision de
una sefial (puede ser de diferente naturaleza) y su detecciéon por el secuenciador
(Metzker, 2010).

1.5 INTRODUCCION A LOS ESTUDIOS DE LIGAMIENTO Y MAPAS GENETICOS

Por definicion dos loci estan ligados cuando existe entre ellos una asociacion fisica, es
decir, estos loci se encuentran cercanos en una misma hebra de ADN y por lo tanto la
frecuencia de recombinacion entre los mismos es baja dandose una mayor
probabilidad de herencia conjunta (William et al., 2006).

Es sabido que durante la formacion de gametos en el proceso de division celular que
conocemos como meiosis los cromosomas homélogos se emparejan e intercambian
material genético, este proceso es denominado recombinacion genética. El resultado
del mismo es un entrecruzamiento o “barajado” de los alelos. Por lo tanto, podemos
afirmar que el proceso de recombinacién es una importante caracteristica para la
generacion de variabilidad en la reproduccién sexual. Mediante cruces entre individuos
genéticamente definidos, determinando las frecuencias con las que la descendencia
porta rasgos diferentes a los parentales, es posible medir la frecuencia a la que se
produce la recombinacion entre dos loci del mismo cromosoma. A mayor distancia
genética entre los loci, mayor frecuencia de recombinacién. El proceso de estimacion
de dicha distancia genética es conocido como mapeo (William et al., 2006).

Multiples avances han sido introducidos en el proceso de mapeo genético desde que
Morgan y Bridges publicaron el primer mapa de ligamiento del cromosoma X de
Drosophila melanogaster alla por 1916 (Bridges & Morgan, 2016). Uno de ellos es la
utilizacion de funciones de mapeo (ajustes matematicos en la distancia genética
calculada en base a las frecuencias de recombinacién). Estos ajustes son necesarios
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debido a diferentes fenbmenos que provocan que la relacion entre las frecuencias de
recombinacion y la distancia genética se desvie de la linealidad, como por ejemplo
eventos de recombinacién mdltiples o el fendbmeno conocido como interferencia de
entrecruzamientos (la ocurrencia de un evento de recombinacion hace menos
probable que ocurra otro cerca en el mismo cromosoma). Algunas de estas funciones
de mapeo son la funcion de mapeo Haldane (Haldane, 1919) y la funcion de mapeo de
Kosambi (Kosambi, 1944).

Entre las numerosas aplicaciones de los mapas genéticos cabe mencionar las
siguientes, identificacion de genotipos especificos, estudios de evolucion de genomas
y establecimiento de homologias cromosdmicas entre especies (estudios de
conservacién de la sintenia) (Benavides y Guénet, 2003).

En la actualidad existen multitud de programas informéticos desarrollados para
procesar los datos obtenidos de cruces experimentales y el posterior analisis de los
marcadores en la realizacion de un estudio de ligamiento. Ejemplos de ello son
JoinMap® (Stam, 1993) y el paquete de R ASmap (Taylor & Butler, 2017), programas
que fueron utilizados en la elaboracion del mapa de ligamiento de pepino dulce que dio
lugar a la realizacion de este trabajo.

1.6. INTRODUCCION AL GENOTIPADO POR SECUENCIACION

El genotipado por secuenciacion o GBS (por sus siglas en inglés “genotyping-by-
sequencing”) hace posible la secuenciacion del genoma de especies con genomas
grandes y de alta variabilidad genética de una forma relativamente barata. El
procedimiento se basa en la reduccién de la complejidad del genoma mediante el uso
de enzimas de restriccion. Tras someterse al proceso de digestion por los enzimas,
estos fragmentos son etiquetados y secuenciados mediante tecnologias de nueva
generacion. Este método rapido, simple, altamente especifico y reproducible, es
adecuado para estudios de poblaciones, caracterizacion de germoplasma, mapeo de
rasgos y mejora genética de especies (Elshire et al., 2011).

Utilizando enzimas de restriccion sensibles a la metilacion pueden evitarse las
regiones repetitivas de los genomas y dirigir el andlisis a las regiones de copia mas
baja con una mayor eficiencia, simplificando en gran medida los problemas de
alineacion en especies con gran diversidad genética. Es critica la seleccion de un
enzima que no tenga alta frecuencia de corte en la fraccion repetitiva del genoma. Una
de las ventajas de este enfoque es que solo es necesario desarrollar un mapa de
referencia alrededor de los sitios de restriccion, realizdndose el mismo durante el
proceso de genotipado de la muestra. Por lo tanto no es necesario disponer de la
secuencia completa del genoma de la especie previamente. En estos casos, el
consenso de los clusters de lecturas en los sitios etiquetados de la secuencia se
convierte en la referencia (Elshire et al., 2011) (Figura 2).
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PCR

5. PCR
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Figura 2. Pasos en la construccién de la biblioteca GBS. Hasta 96 muestras de ADN pueden ser procesadas
simultdneamente. (1) las muestras de ADN, el codigo de barras y los pares de adaptadores se cargan en la placa y se
secan; (2-3) las muestras se digieren con enzimas de restriccién y los adaptadores se ligan a los extremos de los
fragmentos de ADN gendmico; (4) la ligasa T4 se inactiva por calentamiento, se agrupa una parte alicuota de cada
muestra y se aplica a una columna de exclusién por tamafio para eliminar los adaptadores sin reaccionar; (5) se afiaden
cebadores apropiados con sitios de unién en los adaptadores ligados y se realiza PCR para aumentar el conjunto de
fragmentos; (6—7) Los productos de PCR se lavan y los tamafios de fragmentos de la biblioteca resultante se verifican
en un analizador de ADN (BioRad Experion® o un instrumento similar). Las bibliotecas sin dimeros adaptadores se
retienen para la secuenciacion del ADN (Elshire et al., 2011).

1.7. INTRODUCCION AL ANALISIS DE ALTA RESOLUCION DE FUSION

El andlisis de alta resolucion de fusion o HRM (por sus siglas en ingles “high-resolution
melting”) es una técnica de biologia molecular utilizada para la deteccion de
polimorfismos, mutaciones y diferencias epigenéticas en muestras de ADN de doble
cadena (Migheli et al., 2013; Wittwer et al., 2003).

Las ventajas del HRM incluyen entre otras, mayor simplicidad, alta eficiencia y ahorro
sustancial en costes y tiempo de trabajo. Desde que esta tecnologia fue desarrollada
por la compafiia ldaho Technology Inc. y la Universidad de Utah en 2003 ha sido
progresivamente aplicada en diferentes campos como la patologia humana (Dagar et
al., 2009) o la biologia vegetal (Sun et al., 2010).

Esta técnica se basa en el andlisis y comparacion de curvas de fusion para discernir
pequeias diferencias en la secuencia de ADN de amplicones obtenidos mediante
PCR. La temperatura de fusion del amplicén (temperatura a la cual las dos hebras de
ADN se separan) depende de su secuencia.

La realizaciéon del ensayo es sencilla, la muestra se somete a un calentamiento
mientras se monitoriza la temperatura y fluorescencia de la misma. Para ello es
imprescindible el uso de marcadores fluorescentes que se unan al ADN de doble
cadena haciendo posible su deteccion. De este modo estamos determinando el grado
de hibridacién pues estad directamente relacionado con la fluorescencia, a mayor
fluorescencia mayor hibridacién. Esta técnica permite detectar diferencias de
secuencia de una sola base y por ello se emplea para genotipado de SNPs (Figura 3).
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Figura 3. Genotipado de plantas F2 de arroz mediante HRM con marcadores SNP (variaciones G/C>T/A). En la parte
de arriba se muestran las curvas de fusién normalizadas de los amplicones de 96 plantas F2, en las que se identifican
los genotipos P1, P2, y heterocigoto. En la parte de abajo se muestran los picos de fusién, incremento negativo de la

fluorescencia respecto a la temperatura (Li et al., 2010).

1.8. MARCO GENERAL DEL PROYECTO

Este trabajo se enmarca dentro del proyecto
de secuenciacion del transcriptoma y
elaboracion de un mapa genético de alta
resolucion de S. muricatum llevado a cabo
por el grupo de mejora genética de
solanaceas del COMAV.

Para obtener dicho mapa genético se realiz6
un cruce entre una variedad de S.
muricatum (Sweet Long) y una especie
silvestre S. caripense (accesion EC-40.9).
Esta especie se ha propuesto como uno de
los posibles ancestros del cual (o los cuales)
se domestico el pepino dulce (Blanca et al.
2007). A partir de ese cruzamiento fue
obtenida una descendencia (F1) que resulté
no ser homogénea ya que las variedades
empleadas en el cruzamiento son muy
heterocigotas. Una de las plantas de esta
descendencia fue seleccionada y
autofecundada para obtener la siguiente
generacion (F2). Se realizé una extraccion de

%/ 74
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Figura 4. Esquema de los cruzamientos realizados
para la realizaciéon del mapa genético de pepino dulce.
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ADN de las plantas de esta F2 y las de sus parentales (S. muricatum y S. caripense).
Este ADN se envié a una empresa de secuenciacion (Macrogen, Inc.) donde fue
analizado mediante un ensayo GBS que proporciond un total de 1625 marcadores
SNP (Figura 4). Seguidamente los datos fueron procesados mediante programas de
mapeo (JoinMap® (Stam, 1993) y ASmap (Taylor & Butler, 2017)).

Este mapa genético, determind la presencia de doce grupos de ligamiento y su
comparacion con genomas de otras especies proximas, saco a la luz varias anomalias
cromosdémicas. Una de estas anomalias es una translocacion no presente en ninguna
otra solanacea, la cual requeria de su confirmacién, siendo este el objeto del presente
trabajo final de grado. Para ello se dispuso de una poblacion segregante de pepino
dulce y se evalué la segregacién de marcadores localizados en la translocacién y en
regiones adyacentes.

2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo final de grado es la confirmaciéon de una translocacién
cromosomica en pepino dulce mediante el empleo de marcadores moleculares SNPs.
Detectada gracias al mapa genético de esta especie, realizado por el grupo de mejora
genética de solaniceas del COMAYV, esta translocacion consiste en una aparente
fusién cromosémica. Respecto al genoma de tomate, los cromosomas 1 y 2 parecen
estar fusionados en el genoma de pepino dulce. Dicha translocacién no ha sido
encontrada en ninguna otra especie de la misma familia y por lo tanto ha de ser
comprobada.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO DEL EXPERIMENTO

Diecisiete SNPs habian sido previamente seleccionados (consultar anexo) para la
realizacion de este estudio de ligamiento. En principio se abordé el proyecto utilizando
marcadores moleculares basados en PCR y digestion por enzimas de restriccién
(CAPS (Konieczny & Ausubel, 1993)). Para ello fue proporcionada una lista de
cebadores para la amplificacion de regiones que incluian dichos SNPs y de enzimas
de restriccion para el analisis de los mismos. Una vez fueron probados los cebadores
se descartd esta técnica para realizar el analisis ya que los enzimas necesarios no
estaban disponibles en el laboratorio en ese momento. Seguidamente se planteo el
analisis HRM como técnica mas adecuada para la realizacion del trabajo. Para ello se
disefiaron nuevos cebadores y a continuacion se procedio a la realizacion del ensayo.



3.2. MATERIAL VEGETAL

Como material de partida aproximadamente 90 semillas de S. muricatum fueron
proporcionadas por el banco de germoplasma del Instituto de Conservacion y Mejora
de la Agrodiversidad Valenciana (COMAYV) (Valencia, Espafia).

Estas semillas se obtuvieron de la autofecundacién de la variedad de pepino dulce
Valencia que a su vez procede del cruzamiento de la variedad Sweet Long (Sm-29)
con otra entrada del banco conocida como Sm-26 (Rodriguez-Burruezo et al., 2004b)
(Figura 5).
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Figura 6. Fotografia del proceso de
germinacion de las semillas.
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Figura 5. Esquema de los cruzamientos
realizados para la obtencion de las
plantas con las que se realiz6 el trabajo.

Para el germinado, las semillas fueron desinfectadas mediante un lavado de 20
minutos con una solucién de hipoclorito de sodio al 30% (preparada previamente).
Después se realizaron otros tres lavados con agua, manteniendo las semillas durante
10 minutos en el dltimo lavado. A continuacién las semillas fueron distribuidas en tres
placas de Petri fabricadas en poliestireno de 90x14 mm en un lecho de algodén
humedecido sobre el que se colocé un papel de filtro para evitar que las raices
guedasen enredadas en el algodén y prevenir asi posibles dafios al retirar las
plantulas de la placa. Las placas se mantuvieron en la cAmara de cultivo durante 13
dias (Figura 6).

Una vez germinadas, las plantulas fueron trasplantadas a macetas de 0,23 litros de
capacidad rellenas de sustrato que fueron mantenidas en la camara de cultivo durante
52 dias siendo regadas con agua cada 7 dias aproximadamente. Finalmente un total
de 43 plantas consiguieron superar el proceso (Figura 7).



Figura 7. Fotografias del proceso de crecimiento de las plantas.

3.3. TOMA DE MUESTRAS Y EXTRACCION DE ADN

Se realiz6 una extraccion de ADN gendmico de las hojas de cada una de las 43
plantas y de sus 2 parentales de acuerdo con una modificaciébn (revisada el
20/03/2019 por D. Alonso) del método CTAB (Vilanova et al., 2020; Doyle & Doyle,
1987) tal y como se recoge a continuacion:

1.

hw

oo

10.
11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.

18.

Preparar un tubo Eppendorf de 2 mL con una bola de cristal de 5mm de
diametro en su interior por cada una de nuestras muestras.

Con la tapa del Eppendorf obtener dos discos de material vegetal. Congelar en
nitrégeno.

Triturar las muestras durante 30 segundos.

Devolver las muestras al nitrogeno liquido.

En la campana de gases afiadir a cada muestra 1000 pL de buffer de
extraccion y 14 uL de B-mercaptoetanol. Vortex durante 30 s o hasta completar
la homogenizacion.

Afadir 2 uL de RNasa (1 mg/ml) a cada muestra. Incubar en el termobloque 30
min a 65 °C.

Mantener en hielo 5 min.

Afadir 700 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).

Mezclar bien con el vortex hasta que las dos fases desaparezcan y una
especie de nube blanca sea visible (entre 30 sy 1 min).

Centrifugar: 11.000 rpm, 5 min.

Cuidadosamente recuperar 800 pL de la fase acuosa sin tocar la interfase y
transferirlos a un nuevo tubo Eppendorf de 2 mL.

Afadir 1200 pL de solucién de union. Es critico seguir el orden correcto.
Primero afiadir 480 yL de NaCl 2,5M + 20% PEG y agitar suavemente.
Después afiadir 720 L de etanol absoluto y agitar de nuevo.

Afadir 20 pL de matriz de silice.

Remover en agitador durante 5 min.

Centrifugar durante 5 o 6 segundos.

Descartar el sobrenadante por decantaciéon y afiadir 700 pL de EtOH 70%.
Resuspender completamente el pellet de silice agitando a mano (no utilizar
vortex).

Centrifugar durante 5 0 6 segundos.
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19. Descartar el sobrenadante por decantacion y dejar secar 5 min en el
termobloque o hasta que todo el EtOH se haya evaporado.

20. Afiadir 50 pL de TE pH 8, mezclar suavemente a mano aproximadamente 30 s
e incubar 10 min a 65 °C en el termobloque.

21. Centrifugar: 14.000 rpm, 9 min.

22. Recuperar el sobrenadante y transferirlo a tubos Eppendorf de 1,5 mL nuevos.

Una vez realizada la extraccion el DNA fue visualizado para valorar su integridad en un
gel de agarosa al 0,8% y su concentracion estimada utilizando un espectrofotometro
NanoDrop™ ND-1000 (NanoDrop™ Technologies, Wilmington, Delaware, EEUU)
(Consultar anexo). EI DNA extraido fue diluido a una concentracion de trabajo de 50
ng/uL.

3.4. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Las electroforesis se realizaron utilizando gel (26 pocillos) de agarosa al 0,8% en
tampon TAE 1X fijando la fuente de corriente a 100 voltios durante 30 minutos. En
cada ensayo se utilizé un marcador de pesos moleculares adecuado para 100 pb
(FastGene® DNA ladders, NIPPON Genetics©). El tampdn de carga por cada muestra
se componia de (Tabla 3):

Tabla 3. Composicion del tampén de carga para
electroforesis en gel de agarosa.

H20 Milli-Q® 6 uL
GelRed® 2 uL
Producto de PCR 2 uL

3.5. ANALISIS DE ALTA RESOLUCION DE FUSION

Un equipo LightCycler® 480 (Roche Molecular Systems Inc., Pleasanton, California,
EEUU) y el software proporcionado por el fabricante (LightCycler® 480 Software,
Version 1.5) fueron utilizados para la realizacion del ensayo HRM. Los analisis “Tm
Calling” y “Gene Scaning” fueron ejecutados para cada marcador. Las condiciones del
programa seleccionado se recogen a continuacion:

- Preincubacién: Un ciclo, 95 °C 10 min.

- Amplificacion: 55 ciclos, 95°C 10s,55°C 15 s, 72°C 15 s.
- Fusioén: Un ciclo, 95 °C 1 min, 40 °C 1 min, 60°C 1 s, 95°C.
- Enfriamiento: Un ciclo, 40 °C 10 min.

El disefio de los cebadores a utilizar en el ensayo se realiz6 con la aplicacién web
Primer3 (v. 0.4.0) (Rozen, 2007) fijando el tamafio del producto en un rango de 90 a
120 pares de bases y seleccionando el SNP correspondiente con un corchete, el resto
de las opciones se dejaron por defecto.
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Se utilizé una placa de 96 pocillos para cada uno de los SNPs a analizar. Optando por
una preparaciéon lista para usar proveida por una casa comercial, en este caso
MasterMix gPCR No-ROx PyroTaq EvaGreen® 5x (Cultek®, Dutscher group, Brumath,
Francia), que contiene todo lo necesario para realizar el ensayo; dNTPs ultrapuros,
MgCl, y tincion EvaGreen® (Biotium Inc., Fremont, EEUU).

Cada pocillo de la placa se carg6 con (Tabla 4):

Tabla 4. Composicion de carga de la placa
de HRM por cada muestra.

PyroTaq5x
Cebador directo [100uM]

Cebador reverso [100uM]

DNA [=50ng/pL]
H,O ultrapura

3.6 POSICIONAMIENTO DE LOS MARCADORES

Se realizé un alineamiento de las secuencias (previamente obtenidas del
transcriptoma de pepino dulce, recogidas en el anexo) que incluian a los marcadores
estudiados contra la base de datos de cromosomas de tomate (version SL4.0). Este
alineamiento fue llevado a cabo utilizando la herramienta BLAST (Altschul et al., 1990),
seleccionando el algoritmo “blastn” con un tamafio de palabra de 11 y un valor de corte
de le-10.

3.7. ESTUDIO DE LIGAMIENTO Y MAPA GENETICO

Los datos de genotipado obtenidos mediante el ensayo HRM fueron analizados con el
software JoinMap® (Stam, 1993). Se realiz6 un estudio de ligamiento y un mapa
genético utilizando el algoritmo de alta verosimilitud considerando ligados los
marcadores para los que se obtuvo un “LOD score” mayor o igual que tres.

4. RESULTADOS

4.1. EXTRACCION DE ADN

En la siguiente tabla (Tabla 5) se reflejan los valores de concentracion y pureza
obtenidos con espectrofotémetro NanoDrop™ ND-1000 (NanoDrop™ Technologies,
Wilmington, Delaware, EEUU). En algunas muestras se observa un ratio 260/280
ligeramente mayor de 2,1 lo que podria indicar una posible contaminacién por ARN.
Por otra parte, podemos apreciar algunos valores del ratio 260/230 menores de 1,8 lo
gque nos indica posible contaminacién por sales caotrépicas, fenoles o carbohidratos
(Williams et al., 1990).
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Tabla 5. Valores obtenidos con el equipo NanoDrop™ ND-1000 (NanoDrop™ Technologies,
Wilmington, Delaware, EEUU). N° de muestra. ng/ul: Valor de concentracion de la muestra en ng/ul.
A260: Absorbancia de la muestra a 260 nm. A280: Absorbancia de la muestra a 280 nm. A230:
Absorbancia de la muestra a 230 nm. 260/280: Ratio de absorbancia 260/280 (=1,8-2,1 se considera
ADN de pureza optima). 230/280: Ratio de absorbancia 230/280 (>1,8 se considera ADN de pureza
aceptable) (Williams et al., 1990).

N2 Muestra ng/ul A260 A280 A230 260/280 260/230
1 53,25 1,065 0,508 0,879 2,1 1,21
2 193,72 3,874 1,816 2,22 2,13 1,75
3 145,74 2,915 1,412 1,681 2,06 1,73
4 221,81 4,436 2,13 2,644 2,08 1,68
5 109,01 2,18 1,022 1,347 2,13 1,62
6 336,53 6,731 3,135 3,556 2,15 1,89
7 330,83 6,617 3,187 3,963 2,08 1,67
8 169,55 3,391 1,585 1,999 2,14 1,7
9 305,23 6,105 2,903 3,299 2,1 1,85
10 133,03 2,661 1,31 1,763 2,03 1,51
11 382,36 7,647 3,636 4,051 2,1 1,89
12 173,59 3,472 1,633 2,145 2,13 1,62
13 103,82 2,076 1,029 1,411 2,02 1,47
14 515,55 10,311 4,847 4,899 2,13 2,1
15 499,11 9,982 4,705 4,816 2,12 2,07
16 63,49 1,27 0,657 0,897 1,93 1,42
17 375,25 7,505 3,495 3,946 2,15 1,9
18 175,09 3,502 1,63 1,854 2,15 1,89
19 487,61 9,752 4,504 4,735 2,17 2,06
20 311,2 6,224 2,973 3,071 2,09 2,03
21 298,3 5,966 2,892 3,143 2,06 1,9
22 170,59 3,412 1,594 2,004 2,14 1,7
23 252,32 5,046 2,446 2,866 2,06 1,76
24 79,39 1,588 0,795 0,951 2 1,67
25 769,11 15,382 7,279 7,328 2,11 2,1
26 451,66 9,033 4,199 4,643 2,15 1,95
27 235,39 4,708 2,225 2,425 2,12 1,94
28 205,94 4,119 1,988 2,387 2,07 1,73
29 172,02 3,44 1,56 1,75 2,21 1,97
30 308,48 6,17 2,884 3,261 2,14 1,89
31 182,37 3,647 1,768 2,059 2,06 1,77
32 223,42 4,468 2,108 2,512 2,12 1,78
33 236,7 4,734 2,239 2,579 2,11 1,84
34 100,98 2,02 0,977 1,307 2,07 1,55
35 302,38 6,048 2,977 3,244 2,03 1,86
36 293,49 5,87 2,807 3,12 2,09 1,88
37 113,77 2,275 1,095 1,323 2,08 1,72
38 238,57 4,771 2,266 2,491 2,11 1,92
39 349,49 6,99 3,448 3,6 2,03 1,94
40 329,64 6,593 3,082 3,543 2,14 1,86
41 122,94 2,459 1,197 1,415 2,05 1,74
42 66,16 1,323 0,686 1,13 1,93 1,17
43 273,97 5,479 2,57 3,029 2,13 1,81
SL 72,89 1,458 0,842 1,183 1,73 1,23

VAL 80,6 1,612 0,843 1,275 1,91 1,26



La integridad del DNA fue evaluada visualmente en un gel de agarosa al 0,8%
(Figura8).
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Figura 8. Gel de agarosa al 0,8% para la evaluacion visual de la integridad del ADN extraido.

4.2. POSICIONAMIENTO DE LOS MARCADORES

A continuaciébn se recogen los alineamientos de las secuencias (previamente
obtenidas del transcriptoma de pepino dulce, recogidas en el anexo) que incluian a los
marcadores estudiados contra la base de datos de cromosomas de tomate (version
SL4.0) realizados utilizando la herramienta BLAST (Altschul et al., 1990) (Figuras 9 a
15). Para cada una de las secuencias se muestra el alineamiento para el que se
obtuvo mayor puntuacién. De esta manera, cada uno de los marcadores estudiados
fue posicionado respecto al genoma de tomate (Tabla 6). Cabe destacar que para el
marcador 26365 no se obtuvo ningun resultado.

»SL4 .@chel
Length=9@863632

Score = 126 bits (68), Expect = 2e-27
Identities = 126/152 (83%), Gaps = 11/152 (7%)
Strand=Plus/Minus

Query 164 TGTALAATAGCTGCAGAATCAAGTAATTTCAATCGATTAAMACGAATGCTTTCATGCGCA 223
LLRREEVTEPEREEEer Thr [ LEE T TR [

Shjct 815863539 TGTAAAATAGCTGCAGAATCATGTAACTCTAATCAATTARACCCAATGCTTTCAAGCGCA 81506300

Query 224 TATGTTCTTTGTTCTATGAAA - AACGAAAAACTTGACAAAAT -G-CTTTCATGTG----C 276

Shjct 81586299 TATGCTCTTTGTTCTACGAATTAACGAAA- - -T-GAAAAACTTGGCTTTCATGTGCATAC 81586244
Query 277 ATATGTTTTTTGTTCCCAGAAAAATGAAATGA 388
ARRARRRRR RN [] |

Sbjct 81586243 ATATGTTTTTTGTTCCAAGAGAAATGAMRATGA 81506212

Figura 9. Alineamiento de la secuencia que contiene al marcador 20530
contra la base de datos de cromosomas de tomate (version SL4.0)
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»S5L4.8chal
Length=29@863682

Score = 486 bits (263), Expect = 6e-136
Identities = 295/311 (95%), Gaps = @/311 (ek)
Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
shjct
Query

Sbjct

1

87375289

61

87375349

121

87375489

181

87375469

241

87375529

3al

87375589

»SL4.8chaz
Length=53473368

TCATCAATGAATGCCTGGAGATTCTGC TGOGAGGAGCCACCATCAGCCACCGCATCCTCC

TCATCGATGAATGCTTGGAGATTCTGC TGGGATGAGCCACCATCAGCCACCGCATCCTCC

GCCACTTTCTTCCACTTCAACGCGTTTTCTTTCATCTCGGCGECCTTTGCTCCGATGGETT

GCCACTTTCTTCCACTTCAACGCGTTTTCTTTCATCTCTGCGGCCTTTGCTCCACTCGTC

GCCTCCCTAACGCACTTCTCCACTTCGTCTCGTGGAATGATTCTATTTTCATCCTCACCT

GCCTCCCTCACGCACTTCTCCACTTCCTCTCGTGGAATGATTCTATTTTCATCCTCACCT

CTACACAATTEAACCCCAACTTTAAACACGTCCACTAAGTACTTAGCATCAAGAACTTGEA

CTACATAATTGAATCCCAACTTTAAACACATCCACTAAGTACTTAGCGTCAAGAACTTGA

TCACCCCATTGTOOAAACGCAATAATTGGCGTACCAATGOATATTGCTTCCATAGTTGAA

TCACCCCATTGTOOAAATGCAATAATTGGCGTACCAATAGATATTGCTTCCATAGT TGAA

TTCCATCCACA 311

TTCCATCCACA 87375599

&a

87375348

128

87375408

18@

87375468

248

87375528

388

87375588

Figura 10. Alineamiento de la secuencia que contiene al marcador 28042

contra la base de datos de cromosomas de tomate (version SL4.0)

Score = 449 bits (243), Expect = Be-125
Identities = 287/3@9 (93%), Gaps = @/309 (6%)
Strand=Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Shjct

41121549

61

41121889

121

411216569

181

41121729

241

41121739

381

41121849

TTCCCTCAAAATTTTCTCTTTCACTTTCCACAACTTCCCAAGAAAACCCCACATCATALT

TTCCCTCAAAATTTTCTCTCTCACTTTCCACAACTTTCCAAGAAAACCCCACATAACACT

CATCCATTTCCAAGAAAATTTCTATCTACTGCCAAGACTCTAACTTTATGCTCTGTTACA

CATCCATTTCCAAGAAAATTTTCATTTACTGCCAAGACTCTAACTTTATGCTCTGTTGLA

GCTTATGAGTCATTATCTTGTGGETGGCTGAGATGATCCAAGTTTCATTGATGATCCAATT

GCTTCTGAATCATTGTCTTGTGETGGC TGGGATGACCCAAGTTTCATTGATGATCCAATT

AATCCTEETGAGTCCAACCAGCTTCACAATTTTCTTAATAAACTAGGAATTAATGATAAS

AGCCCTEETGAGTCCAACAAGCTTCATAATTTTCTTAATARACTAGGAATTAATGATAAS

AAGTATATCTTTGTGTACCTATTGGGGTTTGT TTATGCTTTGGCTATTTCAAGGETGAAS

AAGTATGTCTTTGTTTGCCTCTTGGGGTTTGT TTATGCTTTGGCTATTTCAAGGETGAAA

GTTTCCTCA 389

GTTTCTTCA 41121857

&8

41121608

128

411216568

188

41121728

248

41121788

308

41121848

Figura 11. Alineamiento de la secuencia que contiene al marcador 30276

contra la base de datos de cromosomas de tomate (version SL4.0)
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»SL4.achez
Length=534733638

Score = 289 bits (156), Expect = 2e-76
Identities = 17@/177 (96%), Gaps = @/177 (ek)
Strand=Plus/Plus

Query 133 CAAGAACTTGACAGAACTEEACATTCAGGAGAATGECTTEEATGATATTTCTGGTTGTTG 197

Sbjct 41787383 CAGGRACTTGACAGAGCTGGACATTCAGGAGAATGGCATGEATGATATTTCTGGTAGTTG 41737447

Query 193 GCTGAGTTGTTTTCCGEATGACTTTACATCACTGGEAGETGCTTAACTTTGCCAGTATGAA 257

Sbjct 41787443 GCTAAGTTGTTTTCCGGATGACTTTACATCACTGEAGGTGCTTAACTTTGCCAGTATGAS 41737587

Query 253 CACTGAGATCAGTAAAGATGCTTTAGAGAGACTTGTCAGTAGETGCAAATCACTGAG 314

Sbjct 41787583 CACTOAGATCAGTAARGATGCTTTAGAGAGACTTGTCOGTAGATGCAAATCACTGAG 41737564

Figura 12. Alineamiento de la secuencia que contiene al marcador 26784
contra la base de datos de cromosomas de tomate (version SL4.0)

»SL4.8che2
Length=53473368

Score = 555 bits (3@@), Expect = 2e-156
Identities = 324/336 (96%), Gaps = @/336 (@X)
Strand=Plus/Minus

Query 1 TATGGGGCAATGGTTGACTTAATTGETCGAGCTGATCGGTTGAGTGAGGCTTGGAACTTC &8

Sbjct 41949876 TATGGGGCAATGGTTGACCTAATTGGTCGAGCTGGTCGGCTGAGTGAGGCTTGGAACTTC 41949817

Query /1 ATTGATAATATGCCTATCAGACCAGBACTCAATAGTGTATGGAGCAATGTTAGGAGCTTGE. 128

Sbjct 41949316 ATTGATAATATGCCTACCAGACCAGRACTCAATGTCTATGOTGCAATGTTGGGAGCTTGE 41949757

Query 121 AAGATTCACAAAAATGETTEATCTGEEGGAGAAGOCAGCAGACAAGCTATTTGAGCTAGAT 188

Sbict 41949756 ARGATTCACAAAAATGTAGATTTGGGGEAGAAGGCAGCAGACAAACTATTTGAGCTAGAT 41949697

Query 181 CCCGATGATGGTGGATATCATGTGCTTCTTGCTAATATGTACGCCACGGCTTCAATATGG 248

Sbjct 41949696 CCCGATGATGGTGGATATCATGTGCTTCTTGCTAATATGTACGCCAGGGCTTCAATATGE 41949637

Query 241 CATAAAGTTGCTAAAGTCAGAACTATGATGOAGAGAAAAGETATTCAAAAGACACCTGEA 200

Shjct 41949636 CATAAAGTTGCTAATGTCAGAACTATGATGRAGAGARAAGGTATTCARAAGACACCTAGA 41949577
Query 301 TGEAGTCTAGTTGATTTGAGAAACGAGGTCCACACA 336

Shjct 41949576 TOEGAGTCTAGTTGATTTAAGAAACGAGGTCCACACA 41949541

Figura 13. Alineamiento de la secuencia que contiene al marcador 26025
contra la base de datos de cromosomas de tomate (version SL4.0) .
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»SL4.achaz2
Length=53473368

Score = 444 bits (24@), Expect = 4e-123
Identities = 254/261 (97%), Gaps = @/261 (e%)
strand=Plus/Minus

Query 4 TTGATCTTTCTTGTTGCATTTGCAATTCTGCOOCTCCAACCATTCAATGACAGAGTTTAT 63

Sbjct 43881345 TTGATCTTTCTTGTGGCATTTGCAATTTTGCGGCTCCAACCATTCAATGACAGAGTTTAT 43081286

Query b4 TTCCCCAAATORTATCTTAAGGGGT TEGAGACACAGTCCCACCCOCTCTGRGECATTCGTC 123

Sbjct 43881235 TTCCCCARATGATATCTTAAGGEGCTGAGACACAGTCCCACCCACTCTGEGGCATTCATC 43081226

Query 124 GLGAAATTTGTTAATGTTGAT TGGAGGGCATATATAAGGTTTCTGAACTGGATACCAGAT 183

Sbjct 43881225 GCCAAATTTGTTAATGTTGATTGGAGAGCATATATAAGGTTTCTGAACTGEATACCAGAT 43081166

Query 184 GCACTGAAAATGCCTGAACCTGAGCTTATTGACCATGCAGGGTTGGACTCTGCTGTTTAT 243

Sbjct 43881165 GCTCTGAARATGCCTGAACCTGAGCTTATTGACCATGCAGGGTTGGACTCTGCTGTTTAT 43081166

Query 244 TTGCGCATATACTTGCTAGGG 264

Sbjct 43881185 TTGCGCATATACTTGCTAGGG 43831835

Figura 14. Alineamiento de la secuencia que contiene al marcador 28075
contra la base de datos de cromosomas de tomate (version SL4.0)

»SL4.8chez
Length=53473368

Score = 498 bits (265), Expect = 5e-137
Identities = 297/313 (95%), Gaps = @/313 (@%)
Strand=Plus/Plus

Query 1 CCTGAGTTTCOTTCAGTGCTTATCCARACATTCACATCCATCCGACCACATACTCTCAAG 60

Sbjct 43249751 CCTGAGCTTCCTTCAGTGCTTATCCGAACATTCACGTCCATCTGACCACATACTGTCAAG 43249310

Query 861 AGTGTACACTCCAAACAATTCCTCATATAAATCTOGTAGTTACAACACTATATCAGAAACCA 128

Sbjct 43249811 AGTGTACACTCCAAACAACTCCTCATATAAGTCTGTACTACAACACTATATCAGAAACCA 43249870

Query 121 GAGGTTCAATAGAT CAACCACTCCAAAACCAGACATTATTTTCACTCCGTTACAAGAATC 188

Shbjct 432439871 GAGGTTCAATAGATCAACCACTCCAAAACCCGACATTATTTTCACTCCGTTGCAAGAATC 43243330

Query 181 GCATATCCAGGTTGCTGTCATTTGCTGCAGGAARACTGACAAGTACCTAAAGATCCGAAG 240

Shbjct 43249931 CCATGTTCAGGTTGCTGTCACTTGCTGCAGGAAAACTGACAAGTACCTAAAGATCCGAAG 43249990

Query 241 TGGAGGGCATGACTATGAAGGCATTTCTTATGTCTCCAACATCAGTTTTGTTCTTCTTGA 388

sbjct 43249991 TGGAGGLCATGACTACGAAGGCATTTCTTATGTCTCCAACATCAGTTTTGTTCTTCTTGA 43250850
Query 301 CATGTCTAACCTG 313
ARRNRRRTERNN

Shjct 43256851 CATGTCTAACCTG 43250863

Figura 15. Alineamiento de la secuencia que contiene al marcador 18376
contra la base de datos de cromosomas de tomate (version SL4.0)
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Tabla 6. Posicionamiento fisico de los marcadores
estudiados respecto al genoma de tomate (versiéon SL4.0).

SNPID  Cromosoma  Posicién |

20530 1 81506359
28042 1 87375289
30276 2 41121549
26784 2 41787388
26025 2 41949876
28075 2 43081345
18376 2 43249751
26365 - -

4.2. ESTUDIO DE LIGAMIENTO Y MAPA GENETICO

A partir de secuencias del transcriptoma previamente obtenidas (anexo), se
seleccionaron diecisiete marcadores SNPs situados en los fragmentos implicados en
la translocacién cromosOmica objeto de estudio de este trabajo. Esta translocacion
consiste en una aparente fusidbn cromosomica, respecto al genoma de tomate, los
cromosomas uno y dos parecen estar fusionados en el genoma de pepino dulce.
Fueron disefiados cebadores para amplificar zonas del genoma que incluyesen a
estos marcadores SNPs obteniendo amplicones de entre 90 y 120 pb. A continuacion
se recogen las secuencias, tamafios y temperaturas de fusién de los cebadores
disefiados mediante el software Primer3 (v. 0.4.0) (Rozen, 2007) (Tabla 7).

Tabla 7. Secuencias, tamafios y temperaturas de fusion de los cebadores disefiados mediante el software Primer3 (v. 0.4.0)
(Rozen, 2007).

Cebador directo Cebador reverso
Secuencia (5'-3") Ti;ETO Secuencia (5'>3’) TigETO
ACGGAAGTGGTGGTTGAAGT CAGCTGCCAGTTCCTTTTCT
28099 | CCCATTTCAAAATAGCCAGAG 21 59 | GGAGAGGGGACAATCAAAGA 20 59
13325 | AATGATGTTTTGGCCAACCT 20 59 | TTCTTCCAAAATCATTCTTCACAA 24 60
06146 | GGCCTGATGAAGAGAGAGTCC 21 57 | TGATACAGAAGAAACGCAGGTG 22 45
13632 | TGCATCAGCATCACTGTTTG 20 59 | GCATTGATATTGGTGTGGTTG 21 59
28677 | TTTTGCCCCAACTTACAAGC 20 60 | GGGTTCAGTCATTTCAGAGGA 21 59
26365 | TGCACTTCTGAGGCATTTTG 20 60 | AGCACCAATACCAACTGCAA 20 59
30276 | CCAAGAAAACCCCACATCAT 20 60 | CCCAGCCACCACAAGATAAT 20 60
26784 | TGGCAAAATCATTTCTTGGA 20 59 | AGTTCTTGCAGTGAGCAGCA 20 60
18376 | TCAACCACTCCAAAACCAGA 20 59 | CCCTCCACTTCGGATCTTTA 20 59
26025 | GGAGCTTGCAAGATTCACAA 20 59 | CCGTGGCGTACATATTAGCA 20 60
28075 | CGTCGCGAAATTTGTTAATG 20 59 | ACCCTGCATGGTCAATAAGC 20 60
20530 | TGAATTATGTAATTTCAGAAAAGTTGG 27 59 | CGCATGAAAGCATTCGTTTT 20 61
28042 | CACTTCGTCTCGTGGAATGA 20 60 | GCCAATTATTGCGTTTCCAC 20 60
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Catorce de las diecisiete parejas de cebadores disefiados funcionaron correctamente
amplificando el fragmento para el que habian sido seleccionados. Ocho de ellos
resultaron contener un marcador SNP polimorfico (Figura 16) y por lo tanto susceptible
de ser utilizado en este estudio. La poblacién muestral fue genotipada para estos ocho
marcadores SNPs.

Hermalized Melting Curves

100000
30,000+
80.000+
70,000
E0.000
50.000H
40,0004
30000

Relative Signal (%)

20,000
10.000H
0.000H

755 75 765 77 775 78 785 73 795 a0 805 a1 815 82 &5 0
Temperature [*C)

Figura 16. Genotipado de plantas de pepino dulce mediante HRM con marcadores SNP. Se muestran las curvas de
fusién normalizadas de los amplicones de 43 plantas en las que se identifican los genotipos correspondientes, parental

SSRGS porontal SHillE v heterocigoto.

Sobre esos ocho marcadores, se realizé un estudio de ligamiento (Tabla8)y .. .. ...
un mapa genético (Figura 17) utilizando el software JoinMap® (Stam, 1993)
mediante el algoritmo de maxima verosimilitud. Se encontré un unico bloque . | =
de ligamiento incluyendo seis marcadores que se encuentran posicionados =~ |
en los cromosomas uno y dos respecto al genoma de tomate (version
SL4.0). Los dos marcadores restantes parecen segregar de forma
independiente. El marcador 20530 posicionado en el cromosoma uno
aparece fuertemente ligado a los marcadores 28075 y 26025 ambos . |..
situados en el cromosoma dos lo que podria confirmar una posible F ; ;
igura 17.

translocacion cromosoOmica en esta especie. Mapa

genético

Cabe d estacar que el orden de los marcadores y las distancias genémicas
no son coherentes respecto al genoma de tomate (version SL4.0) lo que podria indicar
una posible reordenacion en esa region cromosémica.

Tabla 8. Se muestran los marcadores estudiados (filas) agrupados segun los bloques de ligamiento obtenidos, la
posicion de los diferentes marcadores en el genoma de tomate (version SL4.0) y los datos de genotipado de las
muestras (columnas) (B: heterocigoto, li: homocigoto variante parental Sweet Long, [|: homocigoto variante parental
Sm-26.)

Posicion  Cromosoma Marcador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63|

41121549
43081345
41949876
81506359
41787388
43249751

87375289 1 [ HHHHHBBHHHAHHHAHHHHBHHBHHHBAHAHHHABSB HB HHBHBBABAHHHBHHBHHA [BHHBH
[T W v w0 n[BT8] BB H BB W HIBI W HIA HBTBE W HIBTB W H A HBTAl 1 HBTA W HIBIA HIATE! 1Bl HIATA HIBI Bl H W 1 HIBTATAI

NN RN NN

19



5. CONCLUSIONES

Segun los datos obtenidos en el estudio de ligamiento realizado, existen indicios de
una posible translocacion cromosdémica en pepino dulce no encontrada hasta la fecha
en ninguna otra especie de la familia Solanaceae. El ligamiento de marcadores
posicionados en los cromosomas uno y dos en el genoma de tomate (versién SL4.0)
podria indicar una posible fusion cromosémica en pepino dulce respecto a otras
especies de la misma familia. Sin embargo, no es posible confirmar de forma definitiva
esta translocacion, para ello seria necesario realizar un nuevo estudio utilizando un
mayor nimero de marcadores que dotasen al mismo de una mayor robustez.

Cabe destacar que el orden de los marcadores y las distancias genémicas no son
coherentes respecto al genoma de tomate (version SL4.0) lo que podria indicar una
posible reordenacién en esa regién cromosémica.
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/. ANEXO

En este anexo se recogen las secuencias obtenidas del transcriptoma de pepino dulce
que incluyen los marcadores SNPs (sefialados en rojo) analizados en este estudio de
ligamiento genético.

20530 (308ph)

CGGCAGCACACATAATCAATGCTATTTATGGAGAAGATTTAGTGTCTAGTGGTTGG
TTTTTCAGACATGTCAAAGATCCAAGTATATCAGCCAAGAAGAGATGTATACAACA
CTGTAAAATAGCTGTTGAATTATGTAATTTCAGAAAAGTTGGATATAACCCTGTAAA
ATAGCTGCAGAATCAAGTAATTTCAATC[G]JATTAAAACGAATGCTTTCATGCGCATA
TGTTCTTTGTTCTATGAAAAACGAAAAACTTGACAAAATGCTTTCATGTGCATATGT
TTTTTGTTCCCAGAAAAATGAAATGA

24694 (309pb)

TCCTTCTTCATCACTGAATTGAAAAAAGATGGGTTTATCATTCGGGAAGCTTTTCA
GTCGGCTATTTGCCAAGAAGGAGATGCGTATTCTGATGGTTGGTCTTGATGCAGC
TGGTAAAACCACCATATTGTACAAGCTCAAGCTGGGAGAGATTGTTACCACTATTC
CTACCATTGGATTCAATGTGGAGACTGTTGA[GITACAAGAACATAAGCTTCACTGT
CTGGGATGTCGGGGGTCAGGACAAGATCAGACCATTGTGGAGGCATTACTTCCAA
AACACACAAGGACTTATCTTTGTGGTTGACAG

29632 (303pb)

TCTTCCCTCACATGCAGCTATTGTCTGTGGCTTAGTAAAGAATCAGGTATATTCTG
ATCTGGAGGTAGCTTTTGTCATATCAGAAGACGAAACTATCTATAAAGCACTATCC
AAAACCATGGAATTATTACAAGGAAATACTGCTCTTATAAGCCAATATTATTATGGC
TGTCTTTTCCATGAGCTGCTA[T|ICTTTTCAGCTTGCTGATCGACGTCCACCTGCTG
AGAGAGAAAGTGAGAAGTTGAAAGCACCCAAGATGATTGGCTTTCCTAGCTCTGT
CAACTCAGTACTCAATCATGCAGA

28677 (316pb)

TTCTCCAGAATTCCTACTGACCAGATAATTGGTTTATATTTCTTCCTCACTTGATGC
CCCCTTATATGAGCCTGAATTTTAACAATTTTTTGTCGAATTAAAAGGAACTCTTTT
CTCTTATTCCAGCCACGGAACTTTTTCTGGATTTGAATGGCAGCCGCATGAGCTAC
ACCATTGTTTTGCCCCAACTTACAAGCIT|CTAGAAGCTACAATAGAAAGAGCATTC
TCATCAGATGATAACTCATTGTCACAATGCTCAATAATTTGCTTCCTCTGAAATGAC
TGAACCCTGAAAATTTGATGTATCCGAGCAGCTG
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28042 (311pb)

TCATCAATGAATGCCTGGAGATTCTGCTGGGAGGAGCCACCATCAGCCACCGCAT
CCTCCGCCACTTTCTTCCACTTCAACGCGTTTTCTTTCATCTCGGCGGCCTTTGCT
CCGGTGGTTGCCTCCCTAACGCACTTCTCCACTTCGTCTCGTGGAATGATTCTATT
TTCATCCTCACCTCTACACAAT[TIGAACCCCAACTTTAAACACGTCCACTAAGTACT
TAGCATCAAGAACTTGATCACCCCATTGTGGAAACGCAATAATTGGCGTACCAATG
GATATTGCTTCCATAGTTGAATTCCATCCACA

26450 (305pb)

GCAGCAGTAAGCGAAAATCCAGGTGCAGAAGATACGGAAGTGGTGGTTGAAGTA
CTTAACAATGAAAATGCCGGGGCAGAAGAAGCAGAACTTGCGGGTGAAGCACCA
GGGAAAGAAAATACAGIAITGAAGAAGAAAAGGAACTGGCAGCTGCCGGGCTGGC
AAACGAAAGTGCAGGTGAAGAAGAAGAAGCTGAATTCGAAGCCGACTGGAACGA
AAGTGAGGCCGCGGATGACGGAAAACCAAATGAAGGAGCTGTTGAAGATGATCC
AAAAGGGGAAGATGACGCTGAAGAAGACGACCCAAA

28099 (333pb)

TGTCAACCCTCAATAACAGGTGGTAGCTCTGAGCTCTTACACATTACATTAAAGAA
TACAGTGACATGACCAACTGAGGACATCATCTTAATACCCATTTCAAAATAGCCAG
AGTTTACACATCATTTCAAGGATATAACCIGIGTGTTTTTTCAACTGTATTATGATCA
AAAGGACGATATGAACCTTTGAATCTTTGATTGTCCCCTCTCCTTCTCTTCTGGTC
CTTCCAGATCCCCTATGTTGTCATGATACTCCTGGAGTATATCTTTTACATCTTGCT
TAGTCAGCTTTTGTTGCTTTAGCAAAAGGTCAATCCTTGCTCTGATTCGGGG

18376 (314pb)

CCTGAGTTTCGTTCAGTGCTTATCCAAACATTCACATCCATCCGACCACATACTCT
CAAGAGTGTACACTCCAAACAATTCCTCATATAAATCTGTGTTACAACACTATATCA
GAAACCAGAGGTTCAATAGATCAACCACTCCAAAACCAGACATTATTTTCACTCCG
TTACAAGAATCGCATGTCCAGGTTGC[T|GTCATTTGCTGCAGGAAAACTGACAAGT
ACCTAAAGATCCGAAGTGGAGGGCATGACTATGAAGGCATTTCTTATGTCTCCAA
CATCAGTTTTGTTCTTCTTGACATGTCTAACCTG

28075 (301ph)

GCGTTGATCTTTCTTGTTGCATTTGCAATTCTGCGGCTCCAACCATTCAATGACAG
AGTTTATTTCCCCAAATGGTATCTTAAGGGGTTGAGACACAGTCCCACCCGCTCTG
GGGCATTCGTCGCGAAATTTGTTAATGTTGATTGGAGGGCATATATAAGGTTTCTG
AACTGGATACCAGATGCA[C]TGAAAATGCCTGAACCTGAGCTTATTGACCATGCAG
GGTTGGACTCTGCTGTTTATTTGCGCATATACTTGCTAGGGCTGAAAATATTTGTT
CCCATAACGTTGCTTGCATGGG
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26784 (317pb)

TTGAGATTGAAAAGAATGGCTGTTAGTGATGAGAGTTTGGAGTTTTTGGCAAAATC
ATTTCTTGGATTTAAGGCTCTCTCATTGTTGAGTTGTGATGGTTTTAGCACTGATG
GGAT[AJAGTAGCATTGCTGCTCACTGCAAGAACTTGACAGAACTGGACATTCAGG
AGAATGGCTTGGATGATATTTCTGGTTGTTGGCTGAGTTGTTTTCCGGATGACTTT
ACATCACTGGAGGTGCTTAACTTTGCCAGTATGAACACTGAGATCAGTAAAGATGC
TTTAGAGAGACTTGTCAGTAGGTGCAAATCACTGAGACA

06146 (327pb)

GGGAGTGCATAATGTGATGGCTTCTTGGCTAATCTTTAGTTGAATTGGTCTGTTAA
GTTGTATTTGCTAAAAAGATTTCTATCACGGGATGAAGTGACAATTTAGTAGGGCC
TGATGAAGAGAGAGTCCAG|GJAACAATTCTTCAATTTTGGAGCTAATTATCCACAA
TTTCAATAGTATTATATTACACCTGCGTTTCTTCTGTATCAAGATGAAGCCTAGAGC
AAAATGGCTAACACAAAATTGAAATATGATACACACACAATTTCTATACCCAAAGGA
AAGTAAAAACCAAGGATGATGGAATCAGCAAATCACTTTTGCCGAG

30276 (309pb)

TTCCCTCAAAATTTTCTCTTTCACTTTCCACAACTTCCCAAGAAAACCCCACATCAT
ACTCATCCATTTCCAAGAAAATTTCTATCTACTGCCAAGACTCTAACTTTATGCTCT

GTTACAGCTT[A]ITGAGTCATTATCTTGTGGTGGCTGGGATGATCCAAGTTTCATTG

ATGATCCAATTAATCCTGGTGAGTCCAACCAGCTTCACAATTTTCTTAATAAACTAG
GAATTAATGATAAAAAGTATATCTTTGTGTACCTATTGGGGTTTGTTTGTGCTTTGG
CTATTTCAAGGGTGAAAGTTTCCTCA

13632 (306pb)

CACAACCTAACCTTGATCCAAAATTTTACGTAGCTCTAAACGACGTTGAAGCTTTA
CTACTGCTTGTATAAACTGCATCAGCATCACTGTTTGACCAACTTTTAAAATCACAA
CTCAAGT[C]IATCACTTTCAGATGGACTTGGAGTTCAACCACACCAATATCAATGCA
TTAATTGATCAATGGTTCTTCGTATGCATGCAAGGAAACTTTCTCAAGCTGTATTTG
GCTATCTTCCCCCAGTATCCTAGGATTCAACTCCATTGCAGAGCGAAAATCCAGCA
TTGAAACAGAAAAGAGATCACTCGG

26365 (311pb)

TCGCTGATGTACTTGCAGATGTTACAATTTTCACTGCTACTGGTCAGTCCGTCAAG
TTTGAGGACCTTTGGGATCAAAATGAGGGAGTAGCTGTTGTTGCACTTCTGAGGC
ATTTTGGCTGTCCTTGCTGCTGGGAACTTGCTCAAGCACTCAAAGAGACAAAGGA
GAGATTTGATTCTGC[T]|GGTGTAAAGCTAATTGCAGTTGGTATTGGTGCTCCTAAC
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AAAGCACGTATTCTTGCTGAAAGGTTACCATTTCCATTGGATTGCTTGTATGCTGA
TCCGGACCGCAGGGCATACGATGTTCTAGGCCTG

27482 (303pb)

GAGCAAACACCATGGCAATATTCCTTGCATTCATCTTGTTGTAACGCTCATTATGC
ACAACGTCTGCCATTAAATTGATTGCCCAGTCAAGCAGTGCAGCTTCAGTTGGAG
GAAGTAAGTTCACTAGTTGGGTGCACTCTTCTTCAGTGTTGCAATTCATTACCTGC
TCTGGGGTTAGAGAATCTAGI|T]ACACCTGTAGGCAGCTCCCTAAACCATGCCTTAA
TCAATCCTGCCAAACAATGAACGTCAATTCCATATGGAACAACGCCTCTACTATTG
AGCTGGTTCCTCACAATTTCTCCTT

13325 (304ph)

ATCTGGACCATGCAGCAAAGACCAAGAACAGTGCTGAAGCACAGAAGTACTATGC
TGAAACTGTATCTACCTTAAATGATGTTTTGGCCAACCTTGGCTAGAAAGCTTTTCT
GTA[CITATGTTATTACTTCCTGTAAGTTAACGAATACTTCTTGAATCAATTGTGAAG
AATGATTTTGGAAGAATGTTTAAAATCTGAAACAACTAAGCGCTGCATCTGAGAGC
ATCAGCTTGAGTTTTGCATGTGATTTTGATTGGGAATTTCACTTGATTGAGGCCTG
GAAACAATAAACATGGTTGCACCA

26025 (336ph),

TATGGGGCAATGGTTGACTTAATTGGTCGAGCTGGTCGGTTGAGTGAGGCTTGGA
ACTTCATTGATAATATGCCTATCAGACCAGGACTCAATGTGTATGGAGCAATGTTA
GGAGCTTGCAAGATTCACAAAAATGT[TIGATCTGGGGGAGAAGGCAGCAGACAAG
CTATTTGAGCTAGATCCCGATGATGGTGGATATCATGTGCTTCTTGCTAATATGTA
CGCCACGGCTTCAATATGGCATAAAGTTGCTAAAGTCAGAACTATGATGGAGAGA
AAAGGTATTCAAAAGACACCTGGATGGAGTCTAGTTGATTTGAGAAACGAGGTCC
ACACA
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