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Resumen

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza mas consumida a nivel
mundial, tanto en consumo fresco o procesado industrialmente, por lo que no es
de extrafar que haya mas de 10.000 especies cultivadas en todo el mundo. A lo
largo de los afios se ha buscado poder diferenciar las variedades en estadios
tempranos del desarrollo e incluso mediante sus semillas. Es por ello que el
estudio de marcadores moleculares en el genoma del tomate es una tarea
imprescindible para diferenciacidon a nivel genético.

Un marcador molecular es un segmento de DNA ubicado fisicamente en un
cromosoma, pudiendo ser desde un gen hasta una sola base. En tomate se
trabaja, en general, con marcadores microsatélites o SSR (simple sequence
repeat), que es un fragmento de tamafo variable que se repite de manera
consecutiva. La ventaja que presenta este tipo de marcador es que permite
diferenciar alelos gracias a la variacion en el nimero de repeticiones, es decir,
diferentes variedades de tomate pueden contener el mismo microsatélite, pero
con diferente niumero de repeticiones, lo que permitiria diferenciarlas en un
analisis genético conjunto.

El estudio se enmarca dentro de un objetivo de un proyecto europeo
(BRESQV; https://bresov.eu/) en el que se pretende poder diferenciar la
potencial contaminacion en lotes de semillas de tomate. Este trabajo consta en
la diferenciacion de, en concreto, cuatro variedades de tomate (valenciano, Ty-
12 F2, rosada ALTEA y estrella) mediante el uso de marcadores moleculares de
tipo SSR a partir de semilla.

Tras la extraccion del DNA de semillas de cuatro variedades de tomate, se
realiza una busqueda “in silico” para determinar los marcadores moleculares con
mayor numero de alelos. Para comprobar dicho polimorfismo se prueba, en
primer lugar, los marcadores mediante PCR para verificar que funcionan, y
después se manda a secuenciar los resultados. Los resultados del trabajo fueron
gue solo un marcador de 22 utilizados mostraba polimorfismo para las cuatro
variedades. Es por ello que se decidié analizar 128 accesiones del Banco de
Germoplasma del COMAYV con nuevos marcadores de un anterior trabajo, y asi
obtener nuevas accesiones que presenten una mayor variabilidad genética y
poder continuar con la optimizacion de un método de deteccion de contaminacion
varietal de semillas de tomate.
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Analysis of molecular markers for varietal differentiation in tomato seeds
(Solanum lycopersicum L.)
Elena Garcia Marin
Tutor: Dr. Santiago Vilanova Navarro
Abstract

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is the most consumed vegetable
worldwide, both in fresh consumption or industrially processed, so it is not
surprising that there are more than 10.000 species cultivated around the world.
Over the years, it has been sought to be able to differentiate the varieties in the
early stages of development and even through their seeds. That is why the study
of molecular markers in the tomato genome is an essential task for differentiation
at the genetic level.

A molecular marker is a segment of DNA physically located on a
chromosome, and can be from a gene to a single base. In tomato work, in
general, with microsatellite markers or SSR (simple sequence repeat), which is a
fragment of variable size that is repeated consecutively. The advantage of this
type of marker is that it allows alleles to be differentiated thanks to the variation
in the number of repetitions, that is, different tomato varieties may contain the
same microsatellite, but with different number of repetitions, which would allow
them to be differentiated in an analysis genetic set.

The study is framed within an objective of a European project (BRESOV;,
https://bresov.eu/) in which it is intended to be able to differentiate the potential
contamination in tomato seed lots. This work consists in the differentiation of,
specifically, four tomato varieties (valenciano, Ty-12 F2, rosada ALTEA and
estrella) through the use of molecular markers of the SSR type from seed.

After DNA extraction from the seeds of four tomato varieties, an "in silico"
search is carried out to determine the molecular markers with the highest number
of alleles. To verify this polymorphism, the PCR markers are first tested to verify
that they work, and then the results are sent to sequence. The results of the work
show that only a marker out of 22 used were polymorphic for the four varieties.
For this reason we decided to analyze 128 accessions from the COMAV
Germplasm Bank with new markers from a previous study, and thus obtain new
accessions that present greater genetic variability and be able to continue with
the optimization of a method for detecting varietal contamination of seeds of
tomato.
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Abreviaturas

Cro. Cromosoma

CTAB Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide
DNA Deoxyribonucleic Acid

PCR Polymerase chain reaction

SSR Simple Sequence Repeat

pL Microlitro

ng Nanogramo

T(°C)  Temperatura en grados centigrados
N° Numero de

RFLP  Restriction Fragment Length Polymorphism
AFLP  Amplified Fragment Length Polymorphism
RAPD Randomly Amplified Polymorphic DNA
CAPS Cleaved Amplified Polymorphic Sequences
SNP Single Nucleotide Polymorphism

InDels Insercion/Delecion

QTL Quantitative Trait Loci
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1 Introduccion

1.1 Importancia econémica del tomate

El tomate es la hortaliza que mayor produccién tiene en el mundo, haciendo
gue sea uno de los cultivos de mayor comercializacién y valor econémico. El
incremento en su produccién es debido a que su demanda es continua y a que
el rendimiento de las cosechas ha aumentado sin la necesidad de una mayor
superficie de cultivo (El cultivo del tomate, s. f.; FAOSTAT, 2018). Otro de los
motivos es que es el vegetal que mas variedades comerciales tiene, ya que, pese
a ser una planta tropical, puede cultivarse en cualquier punto del mundo (bien al
aire libre o en invernaderos) (Foolad, 2007) gracias a su gran adaptabilidad.

Ademas, es una fuente de moléculas bioactivas (en especial los
carotenoides), aportandole un alto valor nutricional, y que cuenta con
propiedades benéficas para la salud por su actividad antioxidante y su contenido
en vitamina Ay C. Todo ello le aporta un valor aifladido por el consumidor, lo que
se traduce en un alto valor econdmico para productores e industrias (Colle et al.,
2010; He et al., 2003; Todorovska et al., 2014).

La producciéon mundial de tomate, en el afio 2018, fue de mas de 182
millones de toneladas, con una superficie de cultivo de 4,7 millones de ha y con
un valor de produccion bruta de 88 millones de USD (délar estadounidense). Los
principales paises productores de tomate son: China, Estados Unidos de
Ameérica, India, Turquia, Egipto, Italia, Irdn y Espafia (FAOSTAT, 2018). Espaia,
el noveno productor de tomate mundial, produjo en 2019 méas de 5 millones de
toneladas, con una superficie de cultivo de 57 mil ha (Superficies y producciones
anuales de cultivos, 2020).

1.2 Clasificacion boténica, taxonomica, origen,
domesticacion y difusion del tomate

El tomate pertenece a la familia Solanaceae, que cuenta con mas de 3.000
especies, muchas de ellas de gran importancia econémica, como son la patata,
el tabaco y el pimiento (Van der Hoeven et al., 2002; Bergougnoux, 2014). En
ella se encuentra tres subfamilias, en la que destaca Solanoideae, a la que
pertenece la especie Solanum lycopersicum, el tomate cultivado (Nee et al.,
1991; Knapp et al., 2004).

Linnaeus (1753) denomind al tomate cultivado S. lycopersicum, pero poco
después fue cambiado por S. esculentum por Miller en 1754. Finalmente, los
estudios de Peralta y Spooner (2005) concluyeron gue la denominacion correcta
para el tomate es el dado por Linnaeus, pero que la especie se encontraba dentro
del grupo Solanum sec. Lycopersicon, el cual consta de 13 taxones: el tomate
cultivado (como planta silvestre y domesticada) y 12 especies silvestres (como



son, por ejemplo, S. chilense, S. pennellii, S. peruvianum y S. pimpinellifolium)
(Peralta et al. 2005; Spooner et al. 2005; Peralta et al. 2008).

Es una planta anual y perenne de tipo arbustiva (con desarrollo rastrero,
erecto o semi-erecto), con tallos peludos (debido a la presencia de tricomas),
hojas bipinnadas y flores con 5 pétalos. Su principal atractivo (aunque fue tratada
de ornamental en un principio) es su fruto carnoso, el cual es uno de los frutos
con mayor cantidad de minerales y vitaminas, y es muy solicitado por los
consumidores al tener licopeno, un bajo valor calorico y un elevado contenido en
agua y en azucares solubles (Diez, 1995; Fernandez-Ruiz et al., 2004). Es una
especie diploide (2n) con 24 cromosomas y un genoma de 950Mb (Nuez y
Prohens, 2008), siendo ademas una especie modelo en el estudio de la edicion
genomica. Presenta una reproduccion autégama y alto grado de homocigosidad
(Diez, 1995).

El género Solanum tiene como centro de origen la region andina del
continente americano, una zona que actualmente esta compartida por Bolivia,
Chile (incluyendo las Islas Galdpagos), Colombia, Ecuador y Perlu (Jeckins,
1948; Rick, 1976; Nuez, 1995; Knapp et al., 2004; Blanca et al., 2012) y que
presenta una gran diversidad de habitats ecologicos (desde la costa del Pacifico
hasta a los 3.300 metros del Altiplano Andino) y climas (tanto aridos —desierto—
como lluviosos —selva tropical humeda-), lo cual ha contribuido a la gran
adaptabilidad que presenta el tomate (Bergougnoux, 2014).

El tomate es un cultivo transdomesticado, es decir, ha sido domesticado
fuera de su lugar de origen. Segun el estudio de Blanca y colaboradores (2012),
el origen del tomate cultivado se encuentra en la domesticacion de S.
lycopersicum cerasiforme (la cual se origin6 a partir de S. pimpinellifolium),
primero en la zona andina (donde aumento el tamafio del fruto) y después en la
mesoamericana (donde existen evidencias etimolégicas, como son las palabras
"tomatl" (Van der Hoeven et al., 2002) y “jitomate” (Peralta et al., 2006)), donde
se crearon diferentes variedades tradicionales de tomate cultivado y fueron
encontrados por los espafioles tras la conquista de México en 1523 (Rick, 1978),
quienes lo expandieron por todo el mundo (Blanca et al., 2012).

Pero, no fue hasta 1847 cuando se comenzo a producir de forma comercial
a pequefa escala en Lafayette College en Easton, Pensilvania (EE.UU.), donde
crecio hasta convertirse en uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial
en el siglo XX (Foolad, 2007).

En cuanto al sindrome de domesticacion que sufrié el tomate, destaca el
aumento del tamafo del fruto, la variedad de formas (achatada, de pera,
redonda, de campana y de torpedo) y el aumento de tamafio y uniformidad en
las semillas (Doganlar et al., 2000; Tanksley, 2004; Bai y Lindhout, 2007).



1.3 Genoma del tomate: caracteristicas y peculiaridades

El tomate es uno de los principales modelos en la investigacion vegetal
debido a su pequefio tamafio de genoma, su alta homocigosidad
(Arumuganathan y Earle, 1991; Peterson et al., 1998), su gran gama de mutantes
(Menda et al., 2004), su facilidad de regeneracion (Hobson y Grierson, 1993), su
falta de duplicacion de genes (McCormick et al., 1986; Fillatti et al., 1987) y la
gran cantidad de reservas genéticas que hay por todo el mundo en bancos de
germoplasma pues, como estiman Ebert y Chou (2015), se estima que hay
84.300 accesiones, tanto de especies silvestres como cultivadas. Los bancos de
germoplasma mas importantes en cuanto a esta especie se encuentran en
Taiwan (Centro Asiatico de Investigacion y Desarrollo de Vegetales (AVRDC)),
China, EE.UU. (Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) y
Centro de Recursos Genéticos del Tomate CM Rick (TGRC) de la Universidad
de California), Ginebra (Unidad de Recursos Fitogenéticos en Ginebra (PGRU))
(Rossi et al., 1998) y Espafia (Banco de Germoplasma de Especies Horticolas
del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria (CITA) de Aragon y en
el banco del Instituto Universitario de Conservacion y mejora de la
Agrodiversidad Valenciana de la Universitat Poltécnica de Valéncia (COMAV-
UPV) (INNOVA, 2008)).

Pero, a pesar de hay un gran reservorio de especies silvestres de tomate,
el genoma del cultivado es muy pobre, estimando que sdélo contienen un 5% de
la variacion genética de sus parientes silvestres (Miller y Tanksley, 1990). Esta
poca variabilidad fue causada por los diferentes cuellos de botella por los que ha
pasado la especie (cuando fue llevada desde la region de los Andes hasta la
zona de Mesoamérica, y de ahi a Europa), ya que la seleccion de un cultivo
horticola se realiza en base a un nimero muy pequefio de plantas de un mismo
tipo, por lo que la deriva génica reduce en gran medida su variacion genética
(Rick 1976; Miller y Tanksley 1990; Williams y St. Clair 1993; Bai y Lindhout,
2007). De ahi que se hayan identificado un pequefio numero de polimorfismos
en el acervo genético del tomate cultivado (Park et al., 2004; Garcia-Martinez et
al., 2005; Tam et al., 2005).

El mapeo de los caracteres controlados por un solo gen en el tomate
(caracteres morfologicos, fisiologicos y resistencia a enfermedades) comenzaron
en 1930 (MacArthur, 1934), mucho antes que en muchas otras especies de
cultivos (Tanksley, 1983; Tanksley et al., 1992), logrando construir un mapa con
12 grupos de ligamiento mediante marcadores RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polimorfism) (Linkage Committee, 1973; Tanksley et al., 1992). Pero,
debido al bajo polimorfismo de las especies de tomate cultivado, la mayoria de
las poblaciones de mapeo fueron cruces interespecificos (Chen y Foolad, 1999).

En 2003, cientificos de diez paises promovieron el Proyecto Internacional
de Secuenciacion del Tomate, también conocido como el Proyecto Internacional



de Gendmica de Solanaceas (SOL) (Mueller et al., 2005b), un analisis del
genoma estructural del tomate de los 12 cromosomas (secuenciado cada uno
por un pais: China (Cro. 3), Francia (Cro. 7), India (Cro. 5), Italia (Cro. 12), Japén
(Cro. 8), Corea (Cro. 2), Paises Bajos (Cro. 6), Espafia (Cro. 9), Reino Unido
(Cro. 4) y EE. UU. (Cro. 1, 10 y 11)) mediante la generaciéon de secuencias de
alta calidad a partir de cromosomas artificiales bacterianos (BAC). El Proyecto
se inicié en 2005 con la secuenciacion del genoma de la variedad de tomate
domesticado Heinz 1706 (Rajan et al., 2012) y esta generando una gran cantidad
de datos, como son bases de datos de genes, base de datos de expresion
génica, base de datos de metabolitos y anotaciones del genoma, que se
mantienen en la red SOL Genomics Network (SGN) (http://solgenomics.net/;
Mueller et al. 2005).

El genoma secuenciado completo se publicé en 2012, estando actualmente
en su version 4.0 (Sol Genomics Network International, s. f.). El resultado
comprende 12 cromosomas y aproximadamente 950 Mbp de DNA, con un 59%
de secuencias no codificantes, 28% de secuencias codificantes, 11% de
transposones, 2% de secuencias organicas (Wang et al., 2006) y 35.000 genes
(Khush and Rick, 1968; Peterson et al., 1998; van der Hoeven et al., 2002).

Los miembros de la seccién Lycopersicon son transformados facilmente
mediante el co-cultivo con Agrobacterium tumefaciens, siendo los tomates
transgénicos producidos de forma rutinaria (McCormick et al., 1986; Patil et al.,
2002). Ademas, el primer cultivo alimenticio transgénico de EE. UU. fue el
tomate, al que se le insertdé posicionalmente un gen de resistencia a
enfermedades (Martin et al.,1993a; Martin et al., 1993b; Breuning y Lyons, 2000).

1.4 Variedades de tomate

El tomate, como producto fresco, es vendido en todo el mundo en una gran
gama de tamafos, formas y colores. Esto es debido a que los mejoradores
optimizan continuamente sus lineas mediante la realizacion de nuevos cruces
con su propio material o usando los cultivares competidores (bajo el amparo de
la Ley de obtentores (UPOV Breeders Rights, 1961)), usando asi
recombinaciones que ocurren naturalmente para producir cultivares que
combinan caracteres favorables.

Debido a su historia de domesticacion, el tomate cultivado ha sufrido
diversos cuellos de botella a lo largo de los siglos, lo que derivoé en una drastica
reduccion de diversidad genética. Pese a ello, su diversidad taxondémica y
ecologica lo ha convertido en una especie modelo para estudios evolutivos
(Bauchet & Causse, 2012). La explotacion de la heterosis (Georgiev, 1991; Scott
y Angell, 1998) y de la variabilidad extraespecifica que poseen las diferentes
especies de tomate, en especial toda la relacionada con resistencia a estreses
abidticos y bioticos, han dado lugar al desarrollo de las variedades que se
conocen actualmente (Nuez y Prohens, 2008).
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Actualmente, existen numerosas variedades diferentes de tomate que se
comercializan a lo largo y ancho del mundo. Algunas de las mas cultivadas y
consumidas son Applause, Angela, Baladre, Bella rosa, Carbén, Cherry, Colgar
en rama, Montserrat y Muchamiel (El tomate y sus variedades, s. f.).

Las cuatro variedades que se han utilizado en este trabajo son variedad
Valenciano, variedad Ty-12 F2, variedad Estrella y variedad Rosa Altea.

Empezando por la variedad Valenciano (Figura 1), es una variedad
tradicional valenciana (localizado en las comarcas de I’'Horta Sud y I'Horta Nord)
de verano, con porte indeterminado, hojas lobuladas e inflorescencia ramificada
o bifurcada acabando en brote vegetativo. Ademas, es frecuente encontrar en
una misma planta variabilidad en la forma de los frutos (como puede apreciarse
en la Figura 1) desde el tipo codiforme al achatado, el cual presenta un cuello
verde muy marcado que desaparece en la madurez, quedando el fruto de color
rojo muy intenso, ligeramente acostillado con una cicatriz pistilar estriada y
peduncular cubierta por el céliz, textura carnosa y jugosa, un gran tamafo y es
muy aromatico con un sabor intenso (Rosell6, 2010). Presenta dos
subvariedades diferentes entre si:

e Subvariedad “Masclet”: se caracteriza por tener una forma longitudinal
del fruto cordiforme, acabado en un pico muy prominente y propio, tener
un interior muy solido con loculos desorganizados, muy carnoso, y suele
tener mas cantidad de pulpa que el valenciano blanco. Se cultiva al aire
libre y en invernadero en algunos pueblos de La Ribera Baixa
(Conselleria de Agricultura, Medio ambiente, Cambio climatico y
Desarrollo Rural (Generalitat Valenciana), s. f. a).

e Subvariedad “Blanca o bombo”: cultivada tanto al aire libre como en
invernadero en pueblos de La Ribera Baixa (como El Perello), de La
Ribera Alta y de L’Horta. Se distingue del subtipo Masclet por presentar
frutos més gordos y con menos punta, un interior muy sélido con léculos
desorganizados muy carnoso y con poca cantidad de pulpa con semillas.
Destaca por su baja acidez, su sabor equilibrado y su carnosidad
(Conselleria de Agricultura, Medio ambiente, Cambio climético y
Desarrollo Rural (Generalitat Valenciana), s. f. b).



Figura 1. Planta de tomate de la variedad Valenciano (Fuente: COMAYV)

En segundo lugar, la variedad Ty-12 F2 (Figura 2), es un tomate beef
multilocular rosado. Es cultivado en primavera/verano dentro de invernaderos y
cuenta con un sabor muy aromatico. Ademas, es resistente al virus del mosaico
del tomate (ToMV) y al Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (TY 12 RZ F1 (73-
882), s. f.).

Figura 2. Planta de tomate de la variedad Ty-12 F2 (Fuente: COMAYV)



En tercer lugar, la variedad rosada de Altea (Figura 3) es también una
variedad tradicional valenciana, en concreto, del municipio de Altea (comarca La
Marina Baixa). Se caracteriza por sus frutos de color rosa ligeramente achatados
y una calidad organoléptica muy alta, con frutos muy sélidos, carnosos y de gran
tamafo, que cuentan con una suave acidez y un sabor equilibrado. Funciona
muy bien en invernaderos y al aire libre durante la primavera/verano (Conselleria
de Agricultura, Medio ambiente, Cambio climéatico y Desarrollo Rural (Generalitat
Valenciana), s. f. c).

Figura 3. Planta de tomate de la variedad rosada de Altea (Fuente: COMAYV)

En cuarto, y ultimo, lugar, la variedad Estrella (Figura 4) es propia de
ambientes secos y salinos de los huertos mediterraneos, ademas de estar
adaptada a condiciones de invernadero y de al aire libre. Presenta grandes
producciones de frutos uniformes y de buena calidad culinaria (Agromética,
2019; El tomate y sus variedades, s. f.).

Figura 4. Planta de tomate de la variedad Estrella (Fuente: COMAYV)



1.5 Marcadores moleculares en tomate

Un marcador de DNA se origina de una pequefia region de DNA con
polimorfismo de secuencia entre individuos dentro o entre especies. Durante las
ultimas dos décadas, se han desarrollado y evolucionado diferentes tipos de
marcadores moleculares., como son RFLP, RAPD, AFLP, SSR, CAPS, SNP e
InDels.

El desarrollo y uso de marcadores basados en PCR ha aumentado en
tomate, pues son mas faciles de usar, mas baratos, mas rapidos y menos
laboriosos de desarrollar (Fulton et al., 1999; Ganal et al., 1998; Huang et al.,
2000; Zhang & Stommel, 2001; Frary et al., 2005). Sin embargo, la mayoria de
los marcadores de DNA disponibles no detectan polimorfismo dentro y entre las
especies cultivadas (Miller & Tanksley, 1990; Foolad et al., 1993; Williams &
Clair, 1993; Saliba-Colombani et al., 2000; Ruiz et al., 2005), lo que restringe su
uso en muchos programas de genética y de mejora de tomates. Es por ello que
ahora se trabaje en descubrir marcadores genéticos de alta resolucién, como
son SNP e InDels (Suliman-Pollatschek et al., 2002; Yang et al., 2004; Labate &
Baldo, 2005).

Para que estos marcadores genéticos sean utiles, han de cumplir los
siguientes requisitos:

¢ El polimorfismo fenotipico y genético y la segregacion han de existir para
el rasgo de interés en la poblacion reproductora.

e Se ha de determinar la asociacion de ligamiento genético entre genes o
QTL de interés y marcadores genéticos.

e Ha de haber polimorfismo en la poblacién para los marcadores genéticos
asociados.

Esto es un problema en el caso del tomate, ya que presenta una baja
frecuencia de polimorfismo en las poblaciones de mejora (Stevens y Robbins,
2007).

Entre los diferentes marcadores, los SSR muestran un alto nivel de
polimorfismo intraespecifico en S. lycopersicum, en concreto, aquellos con la
repeticion AT/TA (Smulders et al., 1997; Areshchenkova y Ganal, 2002,
Bredemeijer et al., 2002; Suliman-Pollatschek et al., 2002; He et al., 2003; Frary
et al., 2005; Tam et al., 2005; Garcia-Martinez et al., 2006). Estos marcadores
son un sistema importante para la identificacion de variedades, pues presentan
herencia codominante, permitiendo la distincion de individuos homocigotos de
los heterocigotos, es decir, permitiendo determinar la configuracion de los alelos
de cada genotipo y sus frecuencias alélicas (Powell et al., 1996; Parmar et al.,
2013). Ademas, son econdmicos de desarrollar, altamente reproducibles, de facil
detecciéon (Smulders et al., 1997; He et al., 2003; Frary et al. (2005) et al., 2005;



Tam et al., 2005; Varshney et al., 2005) y se prefiere a los SNPs (que suelen ser
bialélicos) por su tendencia a presentar mas de dos alelos.

1.6 Proyecto BRESOV

El Proyecto BRESOV (Breeding for Resilient, Efficient and Sustainable
Organic Vegetable production) busca abordar los desafios nutricionales de una
poblacion mundial en crecimiento y las condiciones climaticas cambiantes
mediante la mejora de la productividad de diferentes cultivos de hortalizas en
una infraestructura agricola organica y sostenible. Aglutina a 22 socios de diez
paises europeos, asi como a China, Tunez y a Corea del Sur. Est4 financiado
por el Programa Marco de Investigacion de la Comisién Europea Horizonte 2020,
la Fundacion Nacional de Investigacion de Corea y el Ministerio de Ciencia y
Tecnologia de China, con un presupuesto de 6 millones de euros (Comunicacion,
2018; Proyecto europeo para conseguir hortalizas con resistencia a plagas y al
cambio climatico, s. f.; Shaping the future of organic breeding & farming |
BRESOV, s. f.; User, s. 1.).

Ademas, esta reforzado con la participacion activa de servicios de
asesoramiento, institutos de investigacion, compafiias de semillas vy
procesadores de alimentos de diversos contextos geograficos y climaticos en
Europa y paises no pertenecientes a la UE (Proyecto europeo para conseguir
hortalizas con resistencia a plagas y al cambio climatico, s. f.).

En el proyecto se trabaja con brécoli, judias verdes y tomates, cultivos
horticolas basicos con un destacado papel en el cumplimiento del objetivo
mundial de seguridad alimentaria y nutricional, ya que, en condiciones organicas,
pueden contribuir a almacenar carbono e introducir nitrégeno, mejorando asi la
calidad organica del suelo. Los resultados que se esperan alcanzar se indican
en la web del proyecto, y son (Shaping the future of organic breeding & farming
| BRESQV, s. f.):

e Ampliar la base genética del mejoramiento organico de brécoli, judias
verdes y tomates.

e Mejorar las variedades existentes y las desarrolladas recientemente para
la produccién de hortalizas organicas.

e Mejorar la competitividad de tres cultivos horticolas importantes en la
produccion ecoldgica.

¢ Incrementar la tolerancia de las plantas al estrés abiotico y biotico.

En Espafia participan tres entidades: el Instituto Universitario de
Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV-UPV), el
Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (SERIDA) y la
Universidad de Almeria.



Por un lado, el COMAV-UPV lidera el WP3, llevando a cabo actividades de
seleccion y mejora para el desarrollo de nuevos materiales vegetales
especificamente adaptados a la agricultura ecoldgica. El equipo realiza, en
especial, trabajos en tomate, actividades de divulgacion y participa en el
fenotipado de mdltiples rasgos y genotipado de una coleccion de materiales
seleccionados del proyecto BRESOV y en el disefio de métodos para garantizar
la calidad de las semillas ecoldgicas.

Por otro lado, el Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo
Agroalimentario (SERIDA) de Asturias es el encargado de fenotipar y genotipar
paneles de judia roja y del mapeo poblacional para identificar los mejores
genotipos adaptados a la produccién organica y genes o QTL importantes en la
produccion organica de judias.

2 Objetivos
El objetivo principal de este trabajo es encontrar marcadores moleculares,

a ser posible uno por cromosoma, que permita distinguir diferentes variedades
de tomate a partir de un analisis de un conjunto de semillas.

Por tanto, los objetivos que se buscan cumplir en la investigacion son:

e Optimizacion del método de extraccion de DNA de semillas de diferentes
variedades de Solanum lycopersicum L.

e Seleccioén de los 12 SSRs mas polimérficos (uno por cromosoma) de los
48 que se disponen.

3 Materiales y métodos

3.1 Material vegetal

Se utilizaron cuatro variedades diferentes de tomate, las cuales fueron
denominadas con la letra T y un nimero. Las variedades fueron: tomate variedad
valenciano (T1, T2, T3, T4y T8), tomate variedad Ty-12 F2 (T5), tomate variedad
rosada ALTEA (T6) y tomate variedad estrella (T7).

3.2 Optimizacion método de extraccion DNA de semillas

Se aplicaron dos técnicas de extraccion de DNA de semilla de tomate para
determinar cual era mas efectivo: mediante bolsas de extraccion y mediante
perlas mecanicas.

Para el primer método, se realizé la extraccion de DNA de semilla de tomate
variedad valenciano. Se utilizaron 10 semillas por extraccidon, haciendo dos
réplicas a las que se denominan T1y T2, que fueron machacadas con mortero
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en el interior de bolsas de extraccién (Extraction Bags 12x12). Tras esto, se
siguid el protocolo “Mixed CTAB Silica DNA extraction” (Vilanova et al., 2020)
desde el paso 6 (el protocolo entero se encuentra en el apartado “Anexo:
Protocolo de extraccion de DNA de semilla de tomate (Mixed CTAB Silica DNA
extraction)”). Llegados al paso 12, se recogieron 400 pL de la fase acuosa al no
haber suficiente como para coger 800 L.

Para el segundo método, se gastaron de nuevo semillas de tomate variedad
valenciano, usando 10 semillas para la réplica T3 y 15 para la T4. Se colocaron
cada grupo de semillas en un Eppendorf junto con una perla mecanica (SSUFO
35 3,5mm UFO Stainless Steel Beads - Next Advance LOT E-6525) (Figura 5), y
se sumergieron en nitrégeno liquido. Tras esto, se introdujeron en el machacador
(Retsch MM400) y se volvieron a sumergir en nitrégeno liquido hasta que se les
adicion6 el buffer CTAB y el B-mercaptoethanol. A partir de ahi, se sigui6 el
protocolo “Mixed CTAB Silica DNA extraction” (Vilanova et al., 2020) desde el
paso 6. Llegados al paso 12, se recogieron de nuevo 400 pL de la fase acuosa
al no haber suficiente para 800 pL.

Figura 5. Perlas mecanicas usadas para triturar las semillas de tomate (SSUFO 35 3,5mm
UFO Stainless Steel Beads - Next Advance LOT E-6525)

Una vez obtenido el DNA de las muestras para ambos métodos, se midid
su calidad mediante el espectrofotometro UV-Vis NanoDrop y su integridad
mediante geles de agarosa al 0,8%.

3.3 Busqueda “in silico” de marcadores

A partir de un listado de 48 marcadores de tomate ya descritos por diversos
autores (Tabla 1), se realiz6 una busqueda “in silico” de los marcadores
moleculares mas polimérficos para cada uno de los 12 cromosomas. Para ello
se utilizo la base de datos de Sol Genomics Network y la versién del genoma
“Tomato genome chromosomes (build SL2.50)", donde hay genotipadas 54
entradas de Solanum lycopersicum, las cuales se usaron para determinar el
namero de alelos.
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Para determinar la posicién en el genoma de los 48 marcadores se realizo
una busqueda mediante BLASTn (donde se compara nucleotidos con una base
de datos de nucledtidos) utilizando el cebador reverso a excepcion de cuando no
se encontrd en la base, recurriendo también al cebador directo. Para tener un
Unico alineamiento de la secuencia del marcador con la posicion en el genoma
del tomate, se dio el valor de 1 al parametro E-value.

Ademas, se determind el tamafio del amplicon de cada marcador para
poder después formar los grupos de marcaje y poder diferenciarlos en el analisis.

Tabla 1. Listado de marcadores utilizados para la busqueda “in silico”, donde se detalla
el cebador, la secuenciay su referencia

Cro. Marcador

Cebador

Secuencia (5’-3’)

Referencia

F AATTCACCTTTCTTCCGT
SSR117 CACC CTTCCGTCG Frary et al. (2005)
R GCCCTCGAATCTGGTAGCTT
SSRo F CCCTTTGCAAGTTCTTCTTCA Kwon et al. (2009)
. R TTCATGAGCCAACATAGGAGG
<SR9 F AAGAAGAAGGATCGATCGAAGA Kwon et al. 2009)
R TCATGACCACGATACTACATGTTTC
SSRGS F GGCAGGAGATTGGTTGCTTA Kwon et al. (2009)
R TTCCTCCTGTTTCATGCATTC
SSRAO F TGCAGGTATGTCTCACACCA Frary et al. (2005)
R TTGCAAGAACACCTCCCTTT
SR F GGGTTATCAATGATGCAATGG Frary et al. (2005)
R CCTTTATGTCAGCCGGTGTT
2 F CGCCTATCGATACCACCACT
SSR26 Kwon et al. (2009)
R ATTGATCCGTTTGGTTCTGC
F CCGTGACCCTCTTTACAACG
SSRS0 R TTGCTTTCTTCTTCGCCATT Kwon et al. (2009)
F AT AGTAGGTGCTCT
SSR22 GATCGGCAGTAGGTGCTCTC Kwon et al. (2009)
R CAAGAAACACCCATATCCGC
F AGGGCAACAAATCCCTCTTT
Kwon et al. (2
, SSRE0 R GGAGACGAGGCTGCTTACAC won et al. (2009)
F CCCAAATCAAGGTTTGTGGT
Frar l. (2
SSR2T R TCAGATGCCACCACTCTCAG ary etal. (2005)
F ATGAGGCAATCTTCACCTGG
SSR320 Frary et al. (2005)
R TTCAGCTGATAGTTCCTGCG
F CGGCGTATTCAAACTCTTGG
LEat018 He et al. (2003)
R GCGGACCTTTGTTTTGGTAA
F AATCAGATCCTT TTGA
SSR94 CAGATCCTTGCCCTTG Kwon et al. (2009)
. R AGCTGAGAAAGAGCAGCCAT
F AAATTCCCAACACTTGCCA
SSR214 CCCAACACTTGCCAC Kwon et al. (2009)
R CCCACCACTATCCAAACCC
F GCGATGAGGATGACATTGAG
SSR310 Kwon et al. (2009)
R TTTACAGGCTGTCGCTTCCT
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TAAATACAAAAGCAGGAGTCG

Mazzucato et al.

F
LEMDDNa
R GAGTTGACAGATCCTTCAATG (2008)
F CACCCTTTATTCAGATTCCTCT
SSR115 Frary et al. (2005)
R ATTGAGGGTATGCAACAGCC
F GGGTCACATACACTCATACTAAGGA
SSR13 Kwon et al. (2009)
R CAAATCGCGACATGTGTAAGA
F TCACATACACTCATACTAAGGA
SSR602 GCGGTCACATACACTCATACTAAGG Kwon et al. (2009)
R GGCAATCATAGCCACTTGGT
= TTAGGCAGCTTACGACTGGA
SSR326 Kwon et al. (2009
R GAGCCAGAGGTCCTTCAGTG W (2009)
F TGTAGATAACTTCCTAGCGACAATC
Lea0l He et al. (2003
ea019 R ACGGACGGATGGACAAATG etal. (2003)
F TCCTCAAGAAATGAAGCTCTGA
SSR47 Frary et al. (2005)
R CCTTGGAGATAACAACCACAA
F GGAATAACCTCTAACTGCGGG
SSR350 Frary et al. (2005)
R CGATGCCTTCATTTGGACTT
= TCAACAGCATAGTGGAGGAGG
SSR241 R TCCTCGGTAATTGATCCACC Frary etal. (2005)
F GCCACAAGAAACATTGCTGA
SSRSST R TACGCGCACGTGCATAAATA Frary etal. (2005)
F GCAAATCCACCTTGTCCAGT .
TGS540 R AGCAACATGAGAGTTCGCTGA solgenomics.net
F GGTTACCCCCAAAACAATCA .
TGS2586 R TTCTCCCATGTTTGTGGGAT solgenomics.net
LELEUZIP F CGTCTGCATCAATTTCCTC Mazzucato et al.
R GTGTTCCTACATTTCAGCTCC (2008)
F CCACAAACAATTCCATCTCA
SSR63 Kwon et al. (2009
R GCTTCCGCCATACTGATACG W (2009)
F TGTTGCTCGAACTCTCCAAA
SSR344 Frary et al. (2005)
R CATAGGAGAGGTAACCCGCA (1)
F GCGATGGTCTGAGACACTGA
SSR244 Frary et al. (2005)
R CAGCTGGTGATCCTCCTCTT
F TTTAGGGTGTCTGTGGGT
SSR70 GCGGTGTCTGTGGGTCC Frary et al. (2005)
R GGAGTGCGCAGAGGATAGAG
F TTACCTTGGTCCATCA
SSR19 CCG CCTTGGTCCATCAC Frary et al. (2005)
R GGGAGATGCCACATCACATA
F GCCTCGGATTCAATAGCATTA
SSR99 Kwon et al. (2009
R CACAAAGAAGCAAACAACTCCA W (2009)
F ACCAAATGGAAATGGGTCAA
SRR28 R Kwon et al. (2009)

CCCTAAGACTAACGACAACCAA
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TTCGGATAAAGCAATCCACC

F
SSR34 Frary et al. (2005)
R TCGATTGTGTACCAACGTCC
SSR248 F GCATTCGCTGTAGCTCGTTT Kwon et al. (2009)
10 R GGGAGCTTCATCATAGTAACG
F GTGGTTATCCCAAGACCCAA
SSR218 Frary et al. (2005)
R CGCCAGTCTTCCTCTGACTT
F TGGCTGCCTCTTCTCTGTTT
Frary et al. (2005
SSR223 R TTTCTTGAAGGGTCTTTCCC y ( )
R ACTTTAACTTTATTATTGCCACG (2008)
F CCGAGGCGAATCTTGAATAC
R4 Frary et al. (2005
" SSRA6 R GCACCATCTCTTGTGCCTCT rary etal. (2005)
F ACGGGTCGTCTTTGAAACAA
SSR76 Kwon et al. (2009)
R CCACCGGATTCTTCTTCGTA
165188 F GTTTGGTTATGTTTTCGTTGGC solaenomics.net
R CTAGTATGGTCGCAAATGTTCA 9 '
F TCATCTGCAATTCAT T
SSR44 CATCTGC CATGGCTC Frary et al. (2005)
R AGGTCAAGGATGTGCTTCCC
F AGGACGACAACAACAACGA
SSR20 CAGGACGACAACAACAACG Kwon et al. (2009)
15 R GACATGCCACTTAGATCCACAA
TES1420 F GCAGCTCGTCATTTCTTCAA solgenomics.net
R AGTGGCTGAAGAAGAACGGAA g '
1GS1002 F GTGTGGCTGTGATGCTTGAT | . ;
R TCACTCCAAACCAAACCCTC solgenomics.ne

3.4 Seleccion de marcadores

3.4.1. Extraccién DNA de las variedades de tomate

Se extrajo DNA de las muestras T5, T6, T7 y T8 siguiendo el protocolo de

extraccion descrito en el apartado 3.2 mediante perlas mecanicas, pero
utilizando 15 semillas de cada variedad.

Una vez obtenido el DNA, se diluyeron las extracciones para trabajar con
una concentracion de DNA de 20 ng. Para ello, se calculé el volumen a afiadir
de agua segun la concentracion inicial del DNA extraido, y asi tener un volumen
final de 100 pL.

3.4.2. Pruebas con los marcadores seleccionados

En primer lugar, se prepararon las diluciones de los marcadores elegidos
para que estuvieran a una concentracion de 10 uM (10 pL de stock de cada
marcador mas 90 pL de H20 pura).

En segundo lugar, se comprobd que los marcadores funcionaran mediante
una prueba de PCR, a una temperatura de anillamiento de 58°C. Para ello, se
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prepar6 un mix PCR de 15 L para cinco muestras: 7,5 pL de Mixtaq (2x PCRBIO
Tag Mix contiene: PCRBIO Tagq DNA polimerasa, 6mM MgCIl, 2mM dNTPs,
amplificadores (enhancers) y estabilizadores), 0,15 pL de cebador directo, 0,15
UL de cebador reverso, 6,2 pL de H20 ultrapuray 1 uL de DNA (20 ng/uL).

El protocolo de PCR que se siguid consta de los siguientes pasos: 2
minutos a 94°C para la activacion enzimatica, 35 ciclos (amplificacion por
desnaturalizacion a 94°C durante 15 segundos, 30 segundos a 58°C para el
anillamiento y 30 segundos a 72°C para la extension) y una extension final a
72°C durante 10-20 minutos.

Y, en tercer lugar, el producto de PCR se comprobd en un gel de agarosa
2% (el cual estaba compuesto de 80 mL de tampon TAE y 1,60 g de agar)
mediante electroforesis (a 120 vatios durante 30 minutos).

Para aquellos marcadores que no funcionaron (no se visualizaban de forma
clara en el gel) a 58°C, se probaron a diferentes temperaturas de anillamiento
(55°C, 50°C y 60°C) y en un termociclador diferente (Mastercycler Nexus
Gradient), modificando asi los programas de PCR segun la temperatura media.

3.4.3. Marcaje de los marcadores seleccionados

Los marcadores que funcionaron correctamente se agruparon segun su
tamano de amplicon y su temperatura de anillamiento para formar los grupos de
marcaje.

Con el primer conjunto de marcadores que se utilizd, los marcajes que se
usaron fueron los fluor6foros FAM (azul), NED (amarillo) y VIC (verde), que se
asignaron de manera que los marcadores con menor intensidad se marcaron con
FAMy el resto, con NED y VIC. El mix de PCR marcada de 15 pL que se preparo
para 5 muestras es el siguiente: 6,20 uL de H20 ultrapura, 0,15 pL de cebador
directo, 0,15 pL de cebador reverso, 0,15 pL de marcaje de color (M13), 7,5 pL
de mixTag y 1 pL de DNA.

Los programas del termociclador (Mastercycler Nexus Gradient) que se
usaron para la reaccion PCR fueron los utilizados anteriormente para la
temperatura de anillamiento de 58°C y de 55°C.

Para el segundo conjunto de marcadores, se utilizd, ademas de los otros
tres, el fluoréforo PET (rojo). En cuanto al mix de PCR marcada de 15 pL para 5
muestras, se preparo el siguiente: 2,55 pL de H20 ultrapura, 0,05 pL de cebador
directo, 0,2 uL de cebador reverso, 0,2 pL de marcaje de color (M13), 5 uL de
mixTaq y 2 puL de DNA.

El programa que se usoé en el termociclador (Mastercycler Nexus Gradient)
para la reaccion PCR fue el indicado anteriormente para la temperatura de
anillamiento de 55°C, mientras que los de las temperaturas de 58°C y 60°C
fueron los siguientes:
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e Temperatura de anillamiento de 58°C: 5 minutos a 94°C para la
activacion enzimatica, 27 ciclos (amplificacién por desnaturalizacion a
94°C durante 20 segundos, 20 segundos a 58°C para el anillamiento y
10 segundos a 72°C para la extension), 8 ciclos de extension (30
segundos a 94°C, 30 segundos a 53°C y 10 segundos a 72°C) y una
extension final a 72°C durante 10-20 minutos.

e Temperatura de anillamiento de 60°C: 1 minuto a 94°C para la activacion
enzimatica, 27 ciclos (amplificacion por desnaturalizacién a 94°C durante
30 segundos, 30 segundos a 60°C para el anillamiento y 10 segundos a
72°C para la extension), 8 ciclos de extension (30 segundos a 94°C, 30
segundos a 53°C y 10 segundos a 72°C) y una extension final a 72°C
durante 10-20 minutos.

Por ultimo, para comprobar que la PCR se desarroll6 de forma correcta, se
utilizé un gel de agarosa 2% y se prepard de la siguiente forma: 5 uL de H20
miliQ, 2 uL de gel red y 3 uL de producto de PCR marcada.

3.4.4. Seleccioén final de los marcadores

Para la visualizacion de los marcadores moleculares, se mandaron los
productos de las diferentes PCR marcadas al servicio de secuenciacion del
IBMCP.

En primer lugar, se preparé una dilucion del producto de PCR marcada para
cada marcador dependiendo de la intensidad que presentan en los geles y del
fluoréforo, de la siguiente forma:

e Marcadores marcados con FAM: si la intensidad era fuerte se realizé una
dilucién 1:100; si la intensidad era baja, una dilucion 1:50.

e Marcadores marcados con VIC: si la intensidad era fuerte se realizé una
dilucién 1:100; si la intensidad era baja, una dilucion 1:50.

e Marcadores marcados con NED: si la intensidad era fuerte se realiz6 una
dilucion 1:20; si la intensidad era baja, una dilucion 1:40.

e Marcadores marcados con PET: si la intensidad era fuerte se realizd6 una
dilucion 1:20; si la intensidad era baja, una dilucién 1:10, y si era muy
floja, una dilucion 1.

Una vez se tuvieron las diluciones, se prepar6 el siguiente mix de
secuenciacion:

e Mix grupo: 4 L.

Para este “mix grupo” se prepard una segunda diluciéon 1/50 por
cada muestra (T5, T6, T7 y T8) de los marcadores seleccionados para
cada grupo segun la dilucion que se le habia adjudicado para realizar la
PCR marcada previamente.

e Formamida: 10 pL.
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e GeneScan™ 500 LIZ®: 1/25: 4 pL.

Una vez se tuvo preparada la placa de secuenciacién, se llevo al Servicio
de secuenciacion de DNA y Analisis de la expresion génica del Instituto de
Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP), el cual devolvi6 los resultados
en forma de fragmentos de DNA.

Dichos fragmentos se analizaron con dos programas informaticos:
GeneScan Analysis y Genotyper (ROCHE). Los fragmentos, en primer lugar, se
pasaron por el programa GeneScan Analysis para ver el tamafio de los picos
(que es el tamafio del amplicén de los marcadores), y, en segundo lugar, por el
programa Genotype para ver si habia diferentes tamafios de pico para cada
muestra.

Con ello, se seleccionaron, de forma definitiva, los marcadores que
muestren diferentes picos, es decir, que permitian diferenciar las cuatro
muestras con las que se trabajé.

3.5 Analisis de accesiones del Banco de Germoplasma

Se utilizaron los marcadores analizados por Zuriaga (2009) para realizar un
nuevo andlisis para hallar polimorfismo entre las accesiones del banco de
germoplasma del COMAV. Con ello, en primero lugar, se contaron el nimero de
alelos diferentes para cada marcador. En segundo lugar, se analizaron 128
accesiones (pertenecientes al banco de germoplasma del COMAV) mediante el
programa informatico GenAlEx 6.5. (Peakall y Smouse, 2012), obteniendo una
matriz de distancia en primera instancia y, en tercer lugar, un PCoA (Analisis de
Coordenadas Principales) para determinar qué accesiones eran mas lejana.

4 Resultados

4.1 Optimizacion método de extraccion DNA de semillas

Una vez acabado el protocolo de extraccion para las muestras T1y T2
mediante el método extraccion mediante bolsa, se utilizaron los
correspondientes volimenes de las extracciones de DNA para llegar a la
concentracion de 20 ng (Tabla 2) y, después, se midio la calidad del DNA
extraido en el Nanodrop (Tabla 3).

Tabla 2. Volumenes utilizados (Vi) de las extracciones de DNA para llegar a la
concentracion final (Cr) de 20 ng

Muestra Vi (uL) Ci (ng) Vs (uL) Ct (ng)
T5 10,70 186,98 100,00 20,00
T6 20,00 99,48 100,00 20,00
T7 5,16 388,61 100,00 20,00
T8 15,06 132,78 100,00 20,00
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Tabla 3. Medicién de la calidad del DNA extraido para las muestras T1y T2 afecha de 17
de junio de 2019

Muestra ng/uL A260  A280 260/280 260/230
T1 42,38 0,848 0,441 1,92 0,75
T2 14,35 0,287 0,155 1,85 0,60

Debido a que el ratio A2so/A230 era menor de 1,8 en ambas muestras, se
habia producido una contaminacion por compuestos organicos, probablemente
de fenoles.

Una vez acabado el protocolo de extraccibn mediante perlas mecanicas
para las muestras T3y T4, se midio la calidad del DNA extraido en el Nanodrop
(Tabla 4).

Tabla 4. Medicion de la calidad del DNA extraido para las muestras T3y T4 afecha de 18
de junio de 2019

Muestra ng/pL A260 A280  260/280 260/230
T3 96,57 1,931 0,967 2,00 1,44
T4 155,62 3,112 1,489 2,09 1,63

La extraccion a través de las perlas mecanicas permitié obtener una mayor
cantidad de DNA y de una mejor calidad (pardmetros de contaminacion dentro
de los ratios). Por tanto, se eligié continuar las extracciones de DNA de semillas
necesarias mediante el uso de las perlas mecanicas.

La Figura 6 muestra la comparacion de la calidad del DNA extraido para
las muestras T1, T2, T3y T4 en un gel de agarosa al 2%, donde se observo una
mayor concentracion de DNA en las extracciones realizadas con el método de
extraccion mediante perlas mecéanicas (T3 y T4).

Figura 6. Comparativa de las extracciones de DNA de las muestras T1, T2, T3y T4 en un
gel agarosa al 2% (18 de junio de 2019)
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4.2 Busqueda “in silico” de los marcadores

Tras la determinacion del polimorfismo de la mayoria de los marcadores de
la lista, se seleccionaron un total de 22 marcadores moleculares, los cuales se
indican en la Tabla 5, junto con la secuencia de los cebadores, la posicién en el
genoma, el nimero de alelos y el nimero de pares de bases del marcador vistos
durante la busqueda “in silico” en la base de datos de Sol Genomics Network,
donde hay 54 accesiones resecuenciadas de Solanum lycopersicum.

En la Figura 7 se puede ver un ejemplo del visor de la base de datos, con
la version del genoma “Tomato genome chromosomes (build SL2.50)”, en
concreto, de la posicion del genoma del marcador SSR117 para determinar el
namero de alelos que presenta.

Genome Track View Help

10,000,000 20,000,000 30,000,000 40,000,000 50,000,000 60,000,000 70,000,000 80,000,000 90,000,000
{ seest Q QQ @ Q SL2.50ch01] = || SL2.50ch01:93787421..83787487 (68 b) Go ml &
tracks la 787,425 93 787.450 93787475
& 1

| Vv | A
¢ | s

cv. Winter Tipe (NOR)"

ev. Chang Li"
cv. Belmonte” M\HULIULI TCTCTCTCTCTCT - TTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
034 . Iycopersicum cv. Tiffen Mennonite” b3 o o oo o o o o o (o o o (o
"037 S. lycopersicum” M\HULIULI TCTCTCTCTCTCT - TTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
"039 S. lycopersicum” M\HULIULI TCTCTCTCTCTCT - TTCTCTCTCTCTCTCTCT
042 5. lycopersicum LYC 2962 b o o oo ot f o (o oo
1043 . Iycopersicum LYC 2910" b o o oo ot f o (o oo

"035 S. [ycopersicum cv. Wheatley's Frost Resistant”
ﬂi- Iycopersicum

Figura 7. Ejemplo del visor de la base de datos de Sol Genomics Network, con la version
del genoma “Tomato genome chromosomes (build SL2.50)”, para la posicién del genoma
del marcador SSR117 (Cro. 1)
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Tabla 5. Marcadores moleculares seleccionados, indicando el cromosoma al que se les asocia, la secuencia de los cebadores, la posicién en el

genoma, el nimero de alelos diferenciados en la busqueda “in silico”, el tamafio y la secuencia repetida

Cro. Marcador  Cebador Secuencia (5’-3’) Posicion (pb) N°alelos N° pb Repeticion
F AATTCACCTTTCTTCCGTCG 93787411
SSR117 R GCCCTCGAATCTGGTAGCTT 93787651 4 240 (€T
F GGCAGGAGATTGGTTGCTTA 96768534
1 SSRE5 R TTZCT%CTC;E’TC?;GC?;TCG 9627263832095 4 229 (TC)s+(AC)s
F AAGAAGAAGGATCGATCGAAGA 1 5
SSR92 R TCATGACCACGATACTACATGTTTC 1223358 3 171 (GA)0
F CCCTTTGCAAGTTCTTCTTCA 93020940
SSR9 R TTCATGAGCCAACATAGGAGG 93021107 4 167 ATA)0
F CCGTGACCCTCTTTACAACG 44281402
5 SSRS0 R TTGCTTTCTTCTTCGCCATT 44281196 ° 206 (AGAGAAG):
s [ Soccurcamecaconey e 2 m oo
F ATGAGGCAATCTTCACCTGG 69163650
s b Doecemencece e A
F AT AGTAGGTGCTCT 45791
SSR22 R CAAGAAACACCCATATCCGC 63458128 4 209 (AT
F AAATTCCCAACACTTGCCAC 62470013
Co T oo e
SSR310 R TTTACAGGCTGTCGCTTCCT 42767908 2 147 (ATC)s
F GGGTCACATACACTCATACTAAGGA 2529204
. SSRE02 R GGCAATCATAGCCACTTGGT 2528908 4 296 (TTC)s
SSR115 F CACCCTTTATTCAGATTCCTCT 2732360 3 268 (TA)o
R ATTGAGGGTATGCAACAGCC 2732628
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F GGAATAACCTCTAACTGCGGG 49676938
o R COATGCCTICATITGGACTY we7c072
SSR326 R GAGCCAGAGGTCCTTCAGTG 41897810 299 (CTo
F GCAAATCCACCTTGTCCAGT 7375768
TR jewonoeeooce
SSR241 R TCCTCGGTAATTGATCCACC 1876813 199 (AAT)13
o ssww £ [TAGGGTGTCTGTGGGTCC S626839
F GCATTCGCTGTAGCTCGTTT 56820000
10 SSR248 R G CC;S CC:CAG GC(;I';CQTC?TQGC';FAACG 26812;6(2) 240 (TA)S
F T T TCTTCTCTGTTT 441227
SSR223 R TTTCTTGAAGGGTCTTTCCC 64412082 190 (AAG)7
F CTGTTTACTTCAAGAAGGCTG 14565287
LE20592 R ACTTTAACTTTATTATTGCCACG 14565455 168 (ATT)13
F GTTTGGTTATGTTTTCGTTGGC 5222826
11 TGS188 R CTAGTATGGTCGCAAATGTTCA 5222664 162 (ATT)e
F ACGGGTCGTCTTTGAAACAA 5004337
SSR76 R CCACCGGATTCTTCTTCGTA 5004139 198 (CGG)7
F GAGGACGACAACAACAACGA 6759549
12 SSR20 R GACATGCCACTTAGATCCACAA 6759699 150 (GAA)e
TGS1202 F GTGTGGCTGTGATGCTTGAT 54618837 164 (CT)B
R TCACTCCAAACCAAACCCTC 54618673
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4.3 Seleccién de marcadores

4.3.1. Extraccion DNA de las variedades de tomate

Una vez extraido el DNA de las semillas de las muestras T5, T6, T7y T8
mediante el protocolo de extraccion mediante perlas mecanicas, se midio la
calidad del DNA extraido en el Nanodrop (Tabla 6).

Tabla 6. Medicion de la calidad del DNA extraido para las muestras T5, T6, T7y T8 a
fecha de 3 de julio de 2019

Muestra ng/pL A260 A280 260/280 260/230

T5 186,98 3,740 1,782 2,10 1,48
T6 99,48 1,990 0,955 2,08 1,32
T7 388,61 7,772 3,658 2,12 1,81
T8 132,78 2,656 1,258 2,11 1,74

El ratio Azeo/A2s0 fue mayor de 1,8 en todas las muestras; mientras que, en
A260/A230, las muestras T5 y T6 fueron menores de 1,8, por lo que se produjo una
contaminacion por compuestos organicos, probablemente de fenoles, aunque
esto no supuso ningun problema a la hora de amplificar las muestras con éxito,
ni se observaron diferencias entre ellas y las otras dos muestras a la hora de
amplificar los marcadores.

4.3.2. Pruebas con los marcadores seleccionados

Para el primer conjunto de marcadores moleculares seleccionados se
realizaron un total de seis PCRs para conseguir la temperatura de anillamiento
Optima a la que funcionan los marcadores, las cuales se indican en la Tabla 7.

Tabla 7. Temperaturas finales para cada marcador tras las seis reacciones PCR que se

realizaron para el primer conjunto de marcadores moleculares, especificando la
temperatura de anillamiento (T(°C)) y el termociclador usado

Cro. Marcador T(°C) Termociclador
1 SSR117 55
SSR65 55
2 SSR50 58
3 SSR320 55
4 SSR214 55
5 SSR602 58 Mastercycler Nexus Gradient
6 SSR350 58
7 TGS540 58
9 SSR70 58
10 SSR248 55
11 LE20592 50
12 SSR20 58 Mastercycler Eppendorf
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Se utilizaron dos termocicladores debido a que se observaban diferencias
en los resultados en los geles, por lo que se decidio utilizar como principal el
termociclador Mastercycler Nexus Gradient, dejando Mastercycler Eppendorf
so6lo para cuando el primero no estuviera disponible.

A continuacién, se exponen los geles de agarosa 2% con los productos de
las PCR indicadas en la Tabla 7. En la Figura 8 se observa como los marcadores
SSR117, SSR65, SSR320, SSR248 y LE20592 no funcionaron a 58°C, mientras
gue el resto si que mostraron amplificacion.

SSR117 SSR65 SSR50 SSR320 SSR214

T5T6 T7 T8 Ts_gi\n ' ,;rfy‘rs 'rsi T718
Y '

... <88,

SSR620 SSR350 SSR540 SSR70" ™'SSR248 LE20592 SSR20

T5T6 T7 T8 T5T6 T7 T8T5T6 T7 T8 TS5 T6 T7 T8 T5T6 T7 T8 T5 T6 T7 T8 TS
- e »

Figura 8. Producto de la PCR 58°C en un gel agar 2% (10 de julio de 2019)

En la Figura 9, se observa que, por un lado, los marcadores SSR65, SSR9
(marcador del cromosoma 1 que decide probarse), SSR320 (aunque un poco
flojo), SSR214, SSR248 y TGS188 funcionaron correctamente en la PCR
realizada a 55°C. Por otro lado, se vio que el marcador LE20592 funciono bien
en la PCR a 50°C y se descart6 de forma definitiva el marcador SSR117, al no
funcionar a ninguna de las tres temperaturas probadas (58°C, 55°C y 50°C).

SSR65
T5T6T7.T8

-

TGS188 SSR117 LE20592
T5T6T7 T8 T5T6T7T8 T5T6T7 T8

-

= gEss 4g-2

.-

Figura 9. Producto de la PCR 55°C y de la PCR 50°C en un gel agar 2% (22 de julio de
2019)
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Por tanto, los marcadores moleculares definitivos que se usaron para el
primer conjunto fueron: SSR9 (Cro. 1), SSR65 (Cro. 1), SSR50 (Cro. 2), SSR320
(Cro. 3), SSR214 (Cro. 4), SSR602 (Cro. 5), SSR350 (Cro. 6), TGS540 (Cro. 7),
SSR70 (Cro. 9), SSR248 (Cro. 10), LE20592 (Cro. 11) y SSR20 (Cro. 12).

Para el segundo conjunto de marcadores, tras ver que sélo el marcador
SSR70 mostré polimorfismo para las accesiones de tomate que se utilizaron, se
realizaron un total de tres pruebas PCR para determinar la temperatura de
anillamiento 6ptima con los marcadores, estando recogidas en la Tabla 8.

Tabla 8. Temperaturas finales para cada marcador tras las seis reacciones PCR que se

realizaron para el segundo conjunto de marcadores moleculares, especificando la
temperatura de anillamiento (T(°C)) y el termociclador usado

cro. Marcador  T(°C) Termociclador

1 SSR92 55

2 SSR26 60

3 SSR22 58

4 SSR310 58

S SSR115 55 _
6 SSR326 55 Mastercycler Nexus Gradient
7 SRR241 55

10 SSR223 55

11 SSR76 55

12 TGSS1202 55

En la Figura 10 se observa que los marcadores SSR26, SSR22 y SSR310
no funcionaron una temperatura de 55°C, por lo que se probaron a 58°C.
Ademas, se decidio probar el marcador SSR115 a una mayor temperatura (58°C)
debido a que no se apreciaba una banda Unica clara, es decir, que presentaba
inespecificidad.

SSR92 SSR26
T5 T6T7 T8 T5 1611

L. B

SSR241 SSR223 s‘éﬁ%s“* .e

Figura 10. Producto de la PCR 55°C en un gel agar 2% (4 de noviembre de 2019)
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A latemperatura de 58°C se aprecio una fina banda en el marcador SSR26,
por lo que se decidié repetir, al igual que el marcador SSR115, ya que se seguia
observando inespecifidad. Los marcadores SSR22 y SSR310 funcionaron mejor
a 58°C (Figura 11).

SSR26 SSR22 SSR310 SSR115
T5T6T7%=' T5T6T?T8 TS5 T6T7 T8 TS gLT7 T8

Figura 11. Producto de la PCR 58°C en un gel agar 2% (5 de noviembre de 2019)

Por lo que, se repitié la PCR de los marcadores SSR115 y SSR26 a una
temperatura de 60°C. El marcador SSR26 si funcion6 correctamente a esta
temperatura, pero se decidi6 mantener la temperatura de 55°C el marcador
SSR115 (Figura 12).

SSR26 SSR115
T5 T6 T7 T8 T5 T6 T7 T8

Figura 12. Producto de la PCR 60°C en un gel agar 2% (21 de febrero de 2020)

Por tanto, los marcadores moleculares definitivos que se usaron para el
segundo fuero: SSR92 (Cro. 1), SSR26 (Cro. 2), SSR22 (Cro. 3), SSR310 (Cro.
4), SSR115 (Cro. 5), SSR326 (Cro. 6), SRR241 (Cro. 7), SSR70 (Cro. 9),
SSR223 (Cro. 10), SSR76 (Cro. 11) y TGSS1202 (Cro. 12).
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4.3.4. Marcaje de los marcadores seleccionados

Los marcadores seleccionados fueron optimizados para ser mezclados en
el secuenciador en base a su tamafio de amplicon y a su intensidad. Asi, para
ambos conjuntos de marcadores, se siguié el protocolo explicado en el punto
3.4.4.

Para el primer conjunto de marcadores, se adjudicé el fluor6foro FAM (azul)
a los marcadores SSR350, SSR20, SSR320 y SSR214; el fluor6foro VIC (verde),
a TGS5540, SSR65, SSR248 y TGS188, y el fluoréforo NED (amarillo), a SSR50,
SSR620, SSR70 y SSR9. Con ello, se prepararon dos PCR marcadas, una a
58°C y otra a 55°C (Tabla 9).

Tabla 9. Reacciones de PCR marcada para el primer conjunto de marcadores a

temperaturas 58°C y 55°C, en la que se indica el tamafio del amplicén, el fluoréforo
adjudicado, el termociclador utilizado y el resultado (+: éxito; -: fallo) (25 de julio de 2019)

T(CC) Cro. Marcador N°pb Fluoréforo Termociclador Resultado
2 SSR50 206 +
5 SSR602 296 +
+
58 g .Srglggig 3(152 Ii/AI\(I;/I Mastercycler Eppendorf +
9 SSR70 137 +
12 SSR20 150 FAM +
1 SSR65 229 VIC +
SSR9 168 +
55 Z ggﬁgig ;;8 Eﬁm Mastercycler Nexus Gradient +
10 SSR248 240 VIC -
11 TGS188 162 VIC -

En la Figura 13 destaca que los marcadores SSR320 y SSR248 no
funcionaron de forma correcta, por lo que se decidié no utilizarlos para la
secuenciacion.

SSR50 SSR620 SSR350 TGS540 SSR70 SSR20
T5T6 TZ/T8 T5T6 T/ T8 T5T5TF"}T5TET7T8. T5T6T/ T8 T5T6 T7 T8

-
-

....--*é-&-ﬁ.-..

i ..“.qﬂo
e - o .

SSR65 SSR9 SSR320 SSR214 SSR248 TGS188
TSTETZ/TB TSTET/ T8 T5T6T7/ T8 T5T6T7 T8 T5T6 T7 T8 T5 T6 T7 T8

Figura 13. Productos de las PCR marcadas de 58°C y 55°C en un gel agar 2% (25 de julio
de 2019)
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Para el segundo conjunto de marcadores, se adjudicé el fluoréforo FAM
(azul) a los marcadores SSR22 y SSR310; el fluoréforo VIC (verde), a SSR92,
SSR115 y SSR326; el fluoréforo NED (amarillo), a SSR26, SSR241, SSR76 y
SSR70, y el fluordforo PET (rojo), a SSR223 y TGS1202. A continuacion, se
realizaron las correspondientes PCR en el termociclador Mastercycler Nexus
Gradient (Tabla 10).

Tabla 10. Reacciones de PCR marcada a temperaturas 58°C y 55°C (6 de marzo de 2020)
y a 60°C (9 de marzo de 2020), en la que se indica el tamafio del amplicon, el fluoréforo
adjudicado, el termociclador utilizado y el resultado (+: éxito; -: fallo)

T(°C) Cro. Marcador N° pb  Fluordforo Termociclador Resultado
1 SSR92 171 VIC +
5 SSR115 268 VIC +
6 SSR326 299 VIC +
55 7 SRR241 199 -
10 >SR2z3 190 PET Mastercycler Nexus N
11 SSR76 198 Gradient +
12 TGS1202 164 PET +
3 SSR22 209 FAM +
58 4 SSR310 147 FAM +
9 SSR70 137 +
60 2 SSR26 178 -

En la Figura 14 destaca que los marcadores SSR26 y SSR241 no
funcionaron, por lo que fueron descartados, y que la muestra T5 de SSR76 fallo.
El resto de marcadores funcionaron correctamente.

SSR92 SSR26 SSR22 SSR310 SSR115 SSR326
T5T6 T7 T8 T5T6' T7 T8T5T6 TZ T8 T5 T6 17 M8TST6T7T T8 TST6 T7 T8

[ |

LR

-
SSR241 W SSR70° SSR223 SSR76 TGS1202 -
TS5 T6 T7 T8 TS T6 T7 T8TS T6 T7 T8TS T6 T7 T8 TS T6 T7 T8

Figura 14. Productos de las PCR marcadas de 55°C y 58°C (6 de marzo de 2020) y de 60°C
(9 de marzo de 2020) en un gel agar 2%
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Como fall6 el marcador SSR241, se repiti6 su PCR marcada en el
termociclador Mastercycler Nexus Gradient a 55°C, y funciono (Figura 15).

SSR241
TST6 T7 T8

Figura 15. Producto de PCR marcada del marcador SSR241 a 55°C en un gel agar 2% (11
de marzo de 2020)

4.3.4. Seleccion final de los marcadores

Para el primer conjunto de marcadores, se enviaron al servicio de
secuenciacion del IBMCP los marcadores recogidos en la Tabla 11, donde se
indica las diluciones realizadas (que dependen de la intensidad que muestran las
muestras en el gel de agar de las Figuras 8 y 9) segun lo explicado en el punto
3.4.4.

Tabla 11. Diluciones utilizadas segun la intensidad de las muestras con los fluoréforos
para el primer conjunto de marcadores

Cro. Marcador N°pb  Fluoréforo Muestra  Dilucion

T5 1/50
T6 1/50
1 SSR65 229 VIC T/ 1/50
T8 1/50
T5 1/50
T6 1/50
1 SSR9 167 T7 1/50
T8 1/50
T5 1/50
T6 1/50
2 SSRS50 206 T7 1/50
T8 1/50
T5 1/50
T6 1/50
4 SSR214 220 FAM T7 1/50
T8 1/50
T5 1/50
T6 1/50
5 SSR620 296 T 1/50
T8 1/50
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T5 1/50

T6 1/50

6 SSR350 266 FAM Ty 1/50
T8 1/50

T5 1/50

T6 1/50

7 TGS540 214 VIC T7 1/50
T8 1/50

T5 1/50

T6 1/50

9 SSR70 137 T7 1/50
T8 1/50

T5 1/20

T6 1/20

11 TGS188 162 VIC T7 1/20
T8 1/20

T5 1/50

T6 1/50

12 SSR20 150 FAM T/ 1/50
T8 1/50

Una vez preparadas las diluciones, se disefiaron cuatro grupos de
marcadores para llevar a secuenciar (Tabla 12).

Tabla 12. Grupos disefiados para secuenciar el primer conjunto de marcadores

Grupo 1 Grupo 2
Cro. Marcador N°pb Fluoréforo | Cro. Marcador N° pb Fluoroforo
1 SSR65 229 VIC 1 SSR9 167
1 SSR9 167 2 SSR50 206
2 SSR50 206 5 SSR602 296
4 SSR214 220 FAM 9 SSR70 137
5 SSR602 296
6 SSR350 266 FAM
7 TGS540 214 VIC
9 SSR70 137
11 TGS188 162 VIC
12 SSR20 150 FAM
Grupo 3 Grupo 4
Cro. Marcador N°pb Fluoréforo | Cro. Marcador N° pb Fluoro6foro
1 SSR65 229 VIC 4 SSR214 220 FAM
7 TGS540 214 VIC 6 SSR350 266 FAM
11 TGS188 162 VIC 12 SSR20 150 FAM

Una vez diseflados los grupos, se prepararon las diluciones de cada
marcador segun el fluoréforo utilizado para preparar el “mix grupo” del mix de

secuenciacion:
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e Grupo 1 (para las muestras T5, T6, T7y T8): (1 pL SSR65 + 1 pL SSR9
+ 1 puL SSR50 + 1 pL SSR214 + 1 yL SSR602 + 1 pL SSR350 + 1 pL
SSR540 + 1 pL SSR70 + 2,5 pL TGS188 + 1 puL SSR20) + 38,5 H20.

e Grupo 2 (para las muestras T5, T6, T7y T8): (1 pL SSR9 + 1 pL SSR50

+ 1 puL SSR602 + 1 pL SSR70) + 46 pL H20.

e Grupo 3 (paralas muestras T5, T6, T7y T8): (1 LLSSR65 + 1 uL SSR540
+ 2,5 uL TGS188) + 45,5 uL H20.

e Grupo 4 (para las muestras T5, T6, T7 y T8): (1 uL SSR214 + 1 puL

SSR350 + 1 pL SSR20) + 47 pL H-0.

El resultado del analisis informatico (resumido en la Tabla 13) es que sélo
un marcador molecular permitié diferenciar, al menos, una muestra de las otras
tres: el marcador SSR70 (para el cromosoma 9 y con una altura teérica de 137)
mostrd un pico a 130 para la muestra T6 y otro a 136 para las muestras T5, T7
y T8 (en la Figura 16 se puede ver el resultado del andlisis en el programa
Genotyper). El resto de marcadores presentan un unico alelo y un tamafio de
amplicon mayor al observado durante el estudio “in silico”, en concreto, una
media de 20 pares de bases mayor.

Tabla 13. Anadlisis informatico de la secuenciacion del primer conjunto de marcadores,

donde se indica la altura (tamafo de pico) que se ha observado, remarcando con “-”
cuando no se ha obtenido resultado y con el color rojo el marcador que presenta

polimorfismo (15 de octubre de 2020)

Alturas observadas

Cro. Marcador Muestras Grupo 1 Muestras Grupo 4
T5 T6 T7 T8 T5 T6 T7 T8
4 SSR214 241/241  241/241 241/241 241/241 | 241/241 241/241 241/241 241/241
6 SSR350 291/291  291/291 291/291 291/291 | 291/291 291/291 291/291 291/291
12 SSR20 171171 174/171 171171 171171 | 171171 1714/171  171/171 171171
Cro. Marcador Muestras Grupo 1 Muestras Grupo 2
T5 T6 T7 T8 T5 T6 T7 T8
1 SSR9 185/185  185/185 185/185 185/185 | 185/185 185/185 185/185 -
2 SSR50 223/223 223/223 223/223 | 223/223 223/223 223/223 -
5 SSR602 315/315 315/315 315/315 | 315/315 315/315 315/315 -
9 SSR70 136/136  130/130 136/136 136/136 | 136/136 130/130 136/136 136/136
Cro. Marcador Muestras Grupo 1 Muestras Grupo 3
T5 T6 T7 T8 T5 T6 T7 T8
1 SSR65 2771277 2771277 2771277 2771277 | 277/277  277/277 2771277 277/277
7 TGS540 252/252  252/252 252/252 252/252 | 252/252 252/252 252/252 252/252
11 TGS188 183/183 183/183 183/183 183/183 | 183/183 183/183 183/183 183/183
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llustraciéon 16. Polimorfismo visto en el programa Genotyper para el marcador SSR70,
donde muestra un pico a 130 en la muestra T6 y otro a 136 en las muestras T5, T7y T8

Por ello, se preparé un segundo conjunto de marcadores (en el que se
mantiene el marcador SSR70), cuyas diluciones (que dependen de la intensidad
gue muestran las muestra en los geles de agarosa de las Figuras 14 y 15) se
recogen en la Tabla 14, segun lo explicado en el punto 3.4.4.

Tabla 14. Diluciones utilizadas segun la intensidad de las muestras con los fluor6foros
para el segundo conjunto de marcadores

Cro. Marcador N° pb Fluoréforo Muestra Dilucion
T5 1/50
T6 1/100
1 SSR92 171 VIC T 1/50
T8 1/50
T5 1/50
T6 1/50
3 SSR22 209 FAM T 1/50
T8 1/50
T5 1/50
T6 1/50
4 SSR310 147 FAM T7 1/100
T8 1/100
T5 1/50
T6 1/50
5 SSR115 268 VIC T7 1/50
T8 1/50
T5 1/50
T6 1/50
6 SSR326 299 VIC T 1/50
T8 1/50
T5 1/40
T6 1/40
7 SSR241 199 Ty 1/20
T8 1/20
T5 1/20
T6 1/20
9 SSR70 137 T7 1/20
T8 1/20

31



T5 1/10

T6 1/10
10 SSR223 190 PET T7 110
T8 1/10
T5 1/20
T6 1/20
11 SSR76 198 T 1/20
T8 1/20
T5 1/10
T6 1/10
12 TGS1202 164 PET T 1/10
T8 1/10

Una vez preparadas las diluciones, se disefiaron cuatro grupos de
marcadores para llevar a secuenciar (Tabla 15).

Tabla 15. Grupos disefiados para secuenciar el segundo conjunto de marcadores (21 de

julio de 2020)
Grupo 1 Grupo 2
Cro. Marcador N°pb Fluoréforo | Cro. Marcador  N°pb Fluoroforo
3 SSR22 209 FAM 1 SSR92 171 VIC
6 SSR326 299 VIC 3 SSR22 209 FAM
11 SSR76 198 7 SSR241 199
12 TGS1202 164 PET 10 SSR223 190 PET
Grupo 3 Grupo 4
Cro. Marcador N°pb Fluoréforo | Cro. Marcador  N°pb Fluoroforo
4 SSR310 147 FAM 10 SSR223 190 PET
5 SSR115 268 VIC 12 TGS1202 164 PET
9 SSR70 137
12 TGS1202 164 PET

Una vez diseflados los grupos, se prepararon las diluciones de cada
marcador segun el fluoréforo utilizado para preparar el “mix grupo” del mix de
secuenciacion:

e Grupo 1:
o T5:(1 pL SSR326 + 2,5 puL SSR76 + 5 pL TGS1202 + 1 pL SSR22) +
40,5 pL H20.
o T6: (1 puL SSR326 + 2,5 uL SSR76 + 5 uL TGS1202 + 1,0 uL SSR22)
+ 40,5 pL H20.
o T7:(1 puL SSR326 + 2,5 pL SSR76 + 5 pL TGS1202 + 1 pL SSR22) +
40,5 pL H20.
o T8: (1 puL SSR326 + 2,5 uL SSR76 +5 puL TGS1202 + 1 uL SSR22) +
40,5 pL H20.
o Grupo 2:
o T5: (1 pL SSR92 + 1 pL SSR22 + 1,25 pL SRR241 + 5 uL SSR10) +
41,75 pL H20.
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o T6: (0,5 uL SSR92 + 1 uL SSR22 + 1,25 uL SRR241 + 5 uL SSR10)
+ 42,25 pL H20.

o T7: (1 uL SSR92 + 1 pL SSR22 + 2,5 uL SRR241 + 5 yL SSR10) +
40,5 pL H20.

o T8: (1 puL SSR92 + 1 yL SSR22 + 2,5 pL SRR241 + 5 pL SSR10) +
40,5 pL H20.

o Grupo 3:

o T5:(1 uL SSR115 + 1 pL SSR310 + 2,5 pL SRR70 + 5 uL TGS1202)
+ 40,5 pL H20.

o T6: (1 pL SSR115 + 1 pL SSR310 + 2,5 uL SRR70 + 5 pL TGS1202)
+ 40,5 pL H20.

o T7:(1puL SSR115+ 0,5 uL SSR310 + 2,5 uL SRR70 + 5 uL TGS1202)
+ 41 uL H20.

o T8:(1pL SSR115+ 0,5 uL SSR310 + 2,5 uL SRR70 + 5 pL TGS1202)
+ 41 yL H20.

o Grupo 4:

o T5: (5 yL SSR223 + 5 pL TGS1202) + 40 pL H20.

o T6: (5 yuL SSR223 + 5 pL TGS1202) + 40 pL H20.

o T7:(5puL SSR223 + 5 pL TGS1202) + 40 pL H20.

o T8: (5 uL SSR223 + 5 puL TGS1202) + 40 pL H20.

De nuevo, tras el andlisis informatico, sélo el marcador SSR70 (Cro. 9)
muestra tener polimorfismo (Figura 17), donde se volvio a observar que las
muestras T5, T7 y T8 presentaban un pico a 136 y T6 un pico a 130. El resto de
marcadores presentaron un solo alelo y, también, tamafios de amplicon
diferentes a los vistos en el analisis “in silico”.

Figura 17. Polimorfismo visto en el programa Genotyper para el marcador SSR70, donde
muestra un pico a 130 para la muestra T6 y otro a 136 para las muestras T5, T7y T8

4.4 Analisis de accesiones del Banco de Germoplasma

Debido a que sélo un marcador de los 22 estudiados a lo largo de la
investigacién muestra polimorfismo, y de por si solo no sirve para diferenciar de
forma individual las cuatro variedades de tomate utilizadas, se decidio elegir
nuevos marcadores a partir de los analizados por Zuriaga (2009) para poder
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continuar con la deteccion de la contaminacién varietal. De los 24 marcadores
utilizados por Zuriaga (2009), se eligieron los siete con mayor numero de alelos
distintos (indicados en la Tabla 16): TMS9, TMS33, LE20592, LELEUZIP,
LELE25, LELE25, LEILV1y LESSF.

Tabla 16. Marcadores moleculares seleccionados del trabajo de Zuriaga (2009) por sus

nimeros de alelos diferentes, junto con la secuencia de los cebadores, el tamafio de
amplicon tedrico y larepeticion de la secuencia

Marcador Cebador Secuencia (5°-3’) aIeNIZ)s pN; Repeticion
s L eSS o (oatan
s G ASCHSSOMOMOATRSST s (oM
sy § CISTCTISMSMOSSIS T 2 i (anmon.
mieze b COICATMTISCONSSIIAC 2 w5 okt
mes b JCHCSOTMGASIOAST s as  ama
i b CACSKCAATIGNTST 2w (e
L ey 5 W6 (cocon.

Tras esto, se realizo el analisis mediante el programa informatico GenAlEx
6.5. (Peakally Smouse, 2012), y el resultado del PCoA se representa en la Figura
18.
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llustracion 18. Representacion del PCoA, donde se presenta la distancia entre las 127 accesiones pertenecientes al banco de germoplasma del
COMAYV, remarcando las accesiones elegidas en color rojo
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Por tanto, como se muestra en la anterior figura, se eligieron las cuatro
accesiones mas alejadas, y eran: vI110 (a la izquierda), anl129 (abajo), usa27 (a
la derecha) y usa49 (arriba). Ademas de estas cuatro accesiones (las cuales se
han solicitado al banco de germoplasma), se decidi6 afiadir también las
variedades Microtom y Heinz, ya que se ha visto que la primera es muy variable
y la segunda, por ser la utilizada para el genoma de referencia.

Analizando la anterior figura, la componente uno explica el 22,35% de la
variabilidad; mientras que, la componente dos, el 16,31%.

Una vez elegidos los nuevos marcadores y las nuevas accesiones, se
precederda a repetir de nuevo los analisis para seguir con la deteccion de
contaminacion varietal.

5 Discusion

Para la discusion de los resultados de este trabajo, se exponen en primer
lugar los datos en los diferentes protocolos de extraccion de DNA de semilla de
tomate y, en segundo lugar, los obtenidos en la seleccibn de marcadores
moleculares de tipo SSR para la deteccion de contaminacion varietal.

En primer lugar, el uso de las perlas mecénicas en las extracciones de DNA
de semillas de tomate ha demostrado su eficacia, ya que se obtienen
extracciones de mejor calidad y con menor tasa de contaminacion, frente al uso
de bolsas de extraccion. Se han encontrado estudios sobre analisis
cromatograficos (Marsili y Callahan, 1993), analisis de DNA de helechos (Yi et
al., 2018) o en estudios para transgénesis con tomate (Rodriguez-Concepciony
Welsch, 2019) en los que se ha utilizado las perlas mecanicas, ademas de varios
en analisis de DNA a partir de semillas de Tapiscia sinensis (Zhou et al., 2015),
coniferas (Bashalkhanov y Rajora, 2008) y de remolacha azucarera (Wang y Wu,
2012). En todos ellos se ha probado su eficacia en los diferentes estudios.

En segundo lugar, s6lo el marcador SSR70 permite diferenciar las cuatro
variedades utilizadas (T6 por un lado, T5, T7 y T8 por otro lado), pese a que las
cuatro variedades de tomate utilizadas durante el estudio presentan un fenotipo
muy distinto y que los marcadores SSR son unos marcadores moleculares muy
utiles por su polimorfismo. Es decir, solo ha funcionado, parcialmente, un 4,55%
de los marcadores seleccionados (1 de 22). Este bajo porcentaje de éxito
también fue visto en el estudio de Garcia-Martinez y colaboradores (2006), donde
tampoco pudieron identificar los tres cultivares (de diferente fenotipo)
seleccionados usando 19 SSR, y en el estudio de Kumar y colaboradores (2016),
donde unicamente 11 de los 50 marcadores SSR (un 22%) utilizados en el
estudio mostraron polimorfismo entre 19 genotipos de tomate.
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Pese a haber elegido los marcadores con mayor numero de alelos, 21
marcadores SSR se vieron monomorficos tras las diferentes PCR marcadas. No
siendo este el resultado que se esperaba, queda comprobado el bajo
polimorfismo del acervo genético de las diferentes variedades de tomate
cultivado, como ya se ha visto en multitud de trabajos (Van der Beek et al., 1992;
Villand et al., Rus-Kortekaas et al., 1994; 1998; Park et al., 2004; Garcia-Martinez
et al., 2005; Tam et al., 2005). Con ello se constata que el tomate cultivado es
genéticamente pobre (Rick, 1976; Williams y St. Clair, 1993) y dificil de trabajar
para la diferenciacion varietal exclusivamente a partir de su genoma.

Es por ello que se decidié empezar de nuevo el estudio con diferentes
materiales, tanto en variedades de tomate como marcadores moleculares.

Por un lado, se eligieron los 7 marcadores moleculares mas polimorficos
(entre 2 y 5 alelos diferentes) disefiados en el trabajo de Zuriaga (2009), que
fueron: TMS9, TMS33, LE20592, LELEUZIP, LELE25, LELE25, LEILV1 y
LESSF. De nuevo se pudo observar que los marcadores en tomate cultivado son
muy poco polimérficos, ya que sélo un marcador (LESSF) de los 24 con los que
se trabajé en el estudio de Zuriaga (2009) presenta mas de 3 alelos diferentes.

Por otro lado, para elegir las nuevas variedades se realizé un PCoA con las
128 accesiones del Banco de Germoplasma del COMAYV vy se eligieron las cuatro
mas alejadas (vI110, anl129, usa27 y usa49), ademas de seleccionar las
variedades Microtom (muy variable) y Heinz (genoma de referencia). En este
analisis también se pudo comprobar el bajo polimorfismo del acervo genético del
tomate cultivado, destacando que las accesiones americanas (como son usa27
y usad49) fueron las que mayor distancia, en otras palabras, diferencia,
presentaban frente al resto de accesiones. Esto puede deberse a que las
accesiones americanas, al pertenecer al centro de origen y diversidad del
tomate, tengan un mayor niumero de polimorfismos en su genoma al estar en
contacto con las especies silvestres.

En cuanto al marcador que ha presentado polimorfismo entre las cuatro
variedades utilizadas durante la realizacion del trabajo, SSR70, presenta la
repeticion (AT), respondiendo a los estudios de diversos autores donde se indica
gue los marcadores con esta repeticion presentan mayor polimorfismo (Smulders
et al., 1997; Areshchenkova y Ganal, 2002; Bredemeijer et al., 2002; Suliman-
Pollatschek et al., 2002; He et al., 2003; Frary et al., 2005; Tam et al., 2005;
Garcia-Martinez et al., 2006). Es por ello que se espera que los marcadores
LELE25 y LEIZV1, ambos con la repeticibn AT/TA, también presenten
polimorfismo y puedan utilizarse para la determinacién de la contaminacion
varietal, el objetivo principal del estudio.
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En conclusion, se recomienda el uso del protocolo de extraccion de DNA
de semillas de tomate mediante las perlas mecéanicas, ya que se obtiene una
extraccion de mejor calidad y con mayor concentracion de DNA. En cuanto al
andlisis de los cuatro marcadores de tipo SSR con las seis nuevas variedades
seleccionadas se disponen de los cebadores necesarios para repetir el estudio
para la deteccion de contaminacion varietal, por lo que los resultados se
publicaran préximamente.

6 Conclusion vy perspectivas futuras

El presente trabajo ha obtenido una parte de los resultados esperados, en
concreto, el referente a mejorar la extraccion de DNA de semilla de tomate
mediante el protocolo de extraccion por perlas mecanicas. Por el contrario, no
se ha podido seleccionar marcadores moleculares de tipo SSR para diferenciar
variedades de tomate cultivado y poder desarrollar un modelo de deteccién de
contaminacion varietal. Es por ello que se realiza la nueva seleccion de
marcadores y de variedades, para dar un nuevo planteamiento al estudio y poder
lograr el segundo objetivo de este estudio.

Por tanto, este trabajo da paso al desarrollo de un nuevo protocolo de
extraccién de DNA de semillas de tomate mediante perlas mecanicas, y plantea
una nueva hipotesis para el desarrollo de un protocolo de deteccion de
contaminacion varietal, pues la inicial no ha presentado los resultados
esperados.
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8 Anexo: Protocolo de extraccion de DNA de semilla de tomate

N -

(Mixed CTAB Silica DNA extraction)

Encender el termobloque (controlar que la temperatura alcance los 65°C).

Dos tipos de paso 2:

a. Triturar las muestras durante unos 30/60 segundos en bolsas de
extraccién y comprobar que las muestras estan bien trituradas.

b. Colocar 1 perla mecéanica (5 mm) en cada tubo Eppendorf de 2 mL,
etiquetar los tubos y meter los tubos en nitrégeno liquido. Moler las
muestras en el shaker (Restch MM2000 Mixer Mill).

. Volver a colocar la muestra en nitrégeno liquido para transportarla al

laboratorio.

. En campana de humo, afiadir a cada muestra 1.000 yuL de tampon de

extraccion CTAB + 14 uL de B-mercaptoetanol. Vortex durante 30 segundos

o hasta una completa homogeneizacion.

. Agregar 2 uL de RNasa (1 mg/mL) en cada muestra cambiando la punta

cada vez. Incubar en el termobloque durante 30-60 min a 65°C.

6. Mantener en hielo durante 5 min.

9.

. Agregar 700 uL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).

. Mezclar bien con el vértice hasta que las dos fases desaparezcan y se vea

una nube blanca (aproximadamente 30 segundos a 1 minuto).

Centrifugar a 11.000 rpm durante 5 minutos.

10. Recuperar 800 pL de la fase acuosa sin alterar la interfase y transferir a

un nuevo tubo Eppendorf de 2 mL previamente etiquetado.

11. Anadir 1,5 volumenes de solucion aglutinante (1.200 uL). Primero agregar

480 pL de NaCl 2,5 M + PEG al 20% y agitar suavemente con la mano. A
continuacion, agregar 720 pL de etanol absoluto y vuelva a agitar

suavemente con la mano.

12. Agregar 20 pL de matriz de silice.

13. Remover suavemente con el agitador durante 5 min.

14. Centrifugar la silice durante 5 a 6 segundos (spin corto).

15. Desechar el sobrenadante por decantacién y agregar 700 pL de EtOH al

70%.
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16. Vuelva a suspender completamente el granulo de silice agitando
suavemente con la mano (sin vortice).

17. Centrifugar la silice durante 5 a 6 segundos (spin corto).

18. Desechar el sobrenadante por decantacion y dejar secar 10 min.

19. Agregar 50-100 pL de TE pH 8, remover suavemente con la mano
aproximadamente 30 segundos e incubar 10 min a 65°C usando el
termobloque.

20. Centrifugar a 14.000 rpm durante 5 minutos.

21. Recolectar 40-80 pL de sobrenadante y transferir a nuevos tubos
Eppendorf (1,5 mL).
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