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RESUMEN

El melén (Cucumis melo L.) es una hortaliza de gran importancia econémica en
la que existen numerosos programas de mejora genética. Uno de los objetivos de
estos programas ha sido la incorporacion de resistencias genéticas frente a patégenos
que provocan importantes pérdidas econémicas en este cultivo.

El virus de las manchas necréticas del melén (MNSV) es un Carmovirus
endémico de la familia de las Cucurbitaceas cultivadas bajo invernadero. La Unica
resistencia descrita hasta el momento frente a MNSV es la conferida por el gen
recesivo nsv de melén. Esta resistencia es efectiva frente a la gran mayoria de
aislados conocidos del virus. Se conoce poco sobre el mecanismo de resistencia de la
interaccidon MNSV/nsv. Asi pues, el estudio de esta resistencia mediante el clonaje del
gen nsv nos permitird comprender la estrategia que utiliza el virus para infectar a la
planta y esta informacion podra ser utilizada para un mejor control de este virus.

El objetivo principal de este trabajo ha sido el clonaje del gen nsv mediante la
estrategia de clonaje posicional. En primer lugar, el gen nsv fue cartografiado en el
grupo de ligamiento 11 del mapa genético de meldn generado en nuestro laboratorio.
A continuacién, una poblacion de 69 LDHs fue utilizada para obtener marcadores
AFLPs y RADPs ligados al gen nsv mediante la estrategia del “Bulked Segregant
Analysis”. Dos mapas genéticos de alta resolucion fueron construidos en dos
poblaciones diferentes, una F, de 408 individuos y un BC1 de 2727 individuos. Los
marcadores flanqueantes y los que cosegregaban con el gen en la primera poblacién
de LDHs fueron convertidos en marcadores de PCR para ser usados facilimente en
estas poblaciones de gran tamafo. Ademas, dos genotecas de BACs de melén, una
generada a partir de un genotipo resistente a MNSV y otra a partir de uno susceptible,
fueron examinadas con estos marcadores y se obtuvo un mapa fisico de la regién del
gen nsv mediante paseo cromosomico. En la poblacion F,, los marcadores
flanqueantes al gen 1L3 y 5B3sp6 se encontraban separados entre si por 4
recombinantes, mientras que en la poblacién BC1 los marcadores flanqueantes eran
1L3 y 10016sp6 y 20 el numero de recombinantes entre ellos. La relacion distancia
fisica/distancia genética en esta region del genoma de meldn se estimo6 en 228 kb/cM,
relacién Optima para llevar a cabo el clonaje posicional del gen. Finalmente, se ha
llegado a identificar el BAC 1-21-10 que contiene fisicamente al gen nsv.

La existencia de microsintenia en la regién del gen nsv con una regién del
genoma de Arabidopsis permitio la identificacion de un gen candidato para nsv de una
manera rapida. Se identifico el factor de iniciacion de la traduccién 4E (elF4E) como el
candidato para nsv, que habia sido previamente identificado como el responsable de la
resistencia frente a potyvirus en pimiento, guisante y lechuga. El desarrollo de un
marcador de PCR a partir del elF4E de meldn confirm6 que éste cosegregaba con el
gen nsv en las poblaciones F, y BC1. A continuacién, la secuenciacién completa del
ADNCc de elF4E reveld que la Unica diferencia entre las secuencias del alelo resistente
y de dos alelos susceptibles residia en un nucleétido, que correspondia con un cambio
de aminoacido en la posicion 228 de la proteina: una leucina en el genotipo resistente
a MNSV y una histidina en los dos genotipos susceptibles. Probablemente, esta
mutacion en elF4E es la responsable de la resistencia presente en PI161375.
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1. INTRODUCCION
1.1. El meldn

1.1.1. Origen y taxonomia

El melén (Cucumis melo L.) pertenece a la familia de las Cucurbitaceas, la cual
comprende unas 750 especies distribuidas en 90 géneros, la mayoria de ellas de
zonas calidas, sobretodo de regiones tropicales y subtropicales. De esas 750 especies
hay aproximadamente unas 30 que son especies cultivadas (Nuez y col., 1996), entre
ellas la sandia (género Citrullus), el pepino (género Cucumis), la calabaza y el
calabacin (género Cucurbita).

El género Cucumis comprende 32 especies, algunas de ellas cultivables,
siendo el melén y el pepino los cultivos mas importantes, y el resto corresponden a
especies silvestres africanas. Dentro de este género, 30 especies, incluido el melén,
presentan un numero cromosémico basico de n=12 y Unicamente dos de ellas, C.
sativus L.y C. hystrix Chakravarty, presentan un nimero n=7 (Kerje y Grum, 2000).

El origen se sittia en Africa para las especies del género Cucumis con niimero
cromosoémico basico 12, mientras que C. hystrix Chakravarty y C. sativus tienen su
origen en China y desde alli se distribuy6 a Tailandia e India (Pitrat y col., 2000). El
cultivo del melén se describe en el afo 2000 a.C. en Egipto, Mesopotamia, este de
Irdn y China y en el afio 1000 a.C. en la India. Desde el continente africano el melén
se expandié hacia Asia y desde alli a Europa. La domesticacién se produjo
principalmente en Asia, donde el comercio intensivo y la elevada domesticacion
produjeron una rapida dispersién y diversificacion de la especie en numerosos
cultivares (Kerje y Grum, 2000).

El mel6n es una de las especies mas diversas dentro del género Cucumis
(Kirkbride, 1993), y es en los frutos de las variedades cultivadas donde se encuentra el
mayor grado de diversidad. Este polimorfismo ha llevado a los botanicos a proponer
diferentes clasificaciones intraespecificas, siendo la clasificacion mas aceptada, la que
divide el género en 7 grupos: 6 que incluyen las variedades cultivadas (cantalupensis,
inodorus, conomon, flexuosus, dudaim, momordica) y un grupo que incluye las
variedades silvestres (agrestis) (Munger y Robinson, 1991).

Por otro lado, el estudio con marcadores moleculares (Perl-Treves y col., 1998;
Silberstein y col., 1999; Stepansky y col., 1999; Monforte y col., 2003) ha confirmado la
division de la especie en dos subespecies (subsp. Agrestis y subsp. Melo) y ha
propuesto a India y Africa como centros de diversificacion.
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1.1.2. Importancia econémica

El mel6n es una especie vegetal de importancia econémica a escala mundial.
Se cultiva ampliamente en casi todas las regiones templadas, tropicales vy
subtropicales del mundo. El fruto es la parte mas aprovechable de la planta. Algunos
de los melones de mayor comercializacion son los tipo Cantaloupe reticulado y
Honeydew, cultivados e importados por los Estados Unidos; y los tipo Galia, Piel de
Sapo y Charentais, producidos y distribuidos especialmente en Europa.

De acuerdo con las estadisticas de la FAO, el mel6n es uno de los principales
productos de fruta dulce consumida en fresco. La produccién de este cultivo se centra
en Asia, con un 65% de la produccion mundial, teniendo como principal productor
Turquia. El resto de la produccion se divide entre América con un 13.7% de la
produccién, Europa con un 9.1% y Africa con un 6.74%, siendo Estados Unidos,
Espafna y Egipto sus principales productores, respectivamente. En el afio 2003, el
meldn representd en Espana el segundo cultivo horticola, después del tomate, tanto
en produccién (1.031.900 t) con en superficie de cultivo (38.900 Ha). Los datos del afio
2004 son del mismo orden. La mayor produccion se encuentra en Andalucia,
concretamente Almeria, con un 69% de la produccién de toda la comunidad autbnoma;
y en Castilla la Mancha (FAO, 2004).

En los ultimos anos, ha habido una tendencia a la disminucion de la superficie
cultivada y sin embargo, un aumento en la produccién. Esto se puede explicar por el
uso de nuevas variedades mejoradas y por el aumento de la superficie dedicada al
cultivo protegido (Torres, 1997).

1.1.3. El genoma del melén

El meldn es una especie diploide con un numero basico de cromosomas n=12
(2n=2x=24) (Whitaker, 1976). El tamafno de su genoma se ha estimado en 450-500 Mb
(Arumuganathan y Earle, 1991), muy cercano al del arroz (419 Mb) y un poco mas del
triple que el de la especie modelo Arabidopsis thaliana (125 Mb). EI ADN repetitivo se
ha cuantificado entre un 30% (Benich y Anderson, 1974) y un 40% (Neuhausen, 1992).
Este elevado valor puede ser debido a la presencia de grandes cantidades de ADN
tipo microsatélite, retrotranposones, transposones o pseudogenes, presentes en el
genoma del melon.

El polimorfismo detectado en el ADN de esta especie es relativamente bajo
(Wang y col., 1997; Kerje y Grum, 2000), a pesar de la gran variabilidad fenotipica que
se observa en C. melo, sobre todo en el fruto. No obstante, Neuhausen (1992) afirma
que a pesar del bajo nivel de polimorfismo, éste es suficiente para construir mapas
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genéticos o estudiar la filogenia si se utilizan individuos distantes procedentes de
bancos de germoplasma. Por otro lado, en los estudios de filogenia realizados entre
distintos genotipos de meldn se ha llegado a observar un 57% de sondas polimérficas
de RFLPs, AFLPs y RAPDs, indicando la existencia de un grado considerable de
polimorfismo (Garcia-Mas y col., 2000).

1.1.4. Mejora genética del meldn

En los dltimos anos, se han establecido diferentes programas de mejora
genética de esta especie, tanto en Espafia como en otros paises productores,
justificados por la importancia economica del cultivo del melén. Los principales
objetivos que se han llevado a cabo en estos programas han sido: 1) la produccién de
frutos de mayor calidad adaptados a las exigencias del mercado, unido a las
caracteristicas organolépticas como el aroma, el dulzor y la firmeza de la pulpa; 2) la
produccion de variedades tempranas, regulares y de rendimiento elevado, que
permitan tener un fruto de mayor valor en el mercado en épocas de no-abundancia y
con variedades que produzcan mayores rendimientos; 3) la produccion de frutos
adaptados a condiciones adversas del medio fisico (como el frio, la sequia, la falta de
luz o la salinidad) para aumentar la produccion en determinadas zonas poco
favorables; 4) el aumento de la conservacion postcosecha de los frutos, que permita la
comercializacién de variedades en zonas alejadas de donde se producen; 5) la
incorporacién de resistencia a plagas y enfermedades, uno de los mayores problemas
del cultivo del melén que provoca importantes perdidas econdmicas.

Las enfermedades que aparecen asociadas al cultivo del melén pueden ser
producidas por una gran variedad de patégenos, entre los que se encuentran los
insectos, como la mosca blanca y el pulgdn; o los acaros, como la arana roja. Sin
embargo, las enfermedades que aparecen con mas frecuencia en los cultivos de
meldn, tanto al aire libre como en invernaderos, son las ocasionadas por hongos (oidio
(Sphaerotheca fuliginea), mildiu (Pseudoperonospora cubensis) o fusarium (Fusarium
oxysporum f.sp. melonis), bacterias y virus. Los principales virus que afectan a los
cultivos espafoles cultivados al aire libre son el virus del mosaico del pepino
(Cucumber mosaic virus, CMV), el virus de las manchas circulares de la papaya
(Papaya ringspot virus, PRSV), el virus del mosaico de la sandia (Watermelon mosaic
virus, WMR) y el virus del mosaico amarillo del calabacin (Zucchini yellow mosaic
virus, ZYMV) (Luis-Arteaga y col., 1998), transmitiéndose de forma no persistente por
pulgones y provocando grandes pérdidas economicas si afectan a plantas jovenes. En

cultivos protegidos, los principales virus que infectan son el virus del enanismo
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amarillento de las cucurbitaceas (Cucurbit yellow stunting disorder virus, CYSDV) y el
virus del amarilleo de las venas del pepino (Cucumber vein yellowing virus, CVYV),
transmitidos por la mosca blanca de forma semipersistente (Berdiales y col., 1999) y el
virus de las manchas necréticas del melén (Melon necrotic spot virus, MNSV)
transmitido por el hongo Olpidium bornavanus y a través de semillas (Luis-Arteaga,
1991; Cuadrado y col., 1993).

Los virus son los patégenos que adquieren mayor importancia debido a la
dificultad que supone su control. Frente a hongos y bacterias, se pueden utilizar
productos quimicos para proteger al cultivo; sin embargo, frente a virus no se dispone
de esta posibilidad, ya que el virus precisa de la maquinaria de la planta para
multiplicarse. Por ello, el uso de resistencias naturales como método de control de las
enfermedades producidas por virus es una de las mejores alternativas, y presenta la
ventaja que no supone ningun esfuerzo para el agricultor, ni gasto econémico ni
ecoldgico adicional, como ocurre en los casos donde se aplican plaguicidas para
controlar a los vectores de los virus (como insectos u hongos).

El estudio de recursos filogenéticos ha mostrado la existencia de fuentes de
resistencia a algunas enfermedades en ciertos genotipos (Gomez-Guillamén y col.,
1998; Lecoq y col., 1998; Pitrat y col., 1998). No obstante, estas resistencias suelen
encontrarse en genotipos salvajes muy lejanas de las cultivadas en Espafia (Alvarez,
1997), dificultando el proceso de mejora ya que se necesitan un gran numero de
generaciones de retrocruzamiento para incorporar la resistencia. Todas estas razones
hacen pensar en la necesidad de utilizar nuevas técnicas que superen estos
inconvenientes. La biotecnologia abre muchas posibilidades en el campo de la mejora
genética, permitiendo que los procesos sean mas rapidos y fiables. En este sentido,
las técnicas biotecnolégicas mas interesantes son la seleccién asistida por marcadores
moleculares, las técnicas de cultivo in vitroy la transformacion genética.

Los marcadores moleculares y los mapas genéticos son parte importante de
estas técnicas y sirven para identificar genes de interés. Los marcadores existen en un
numero elevado, l0 que permite construir mapas genéticos de alta densidad, que son
la base para llevar a cabo programas de mejora asistida por marcadores (MAS). Esto
nos permite hacer cruces dirigidos y diagnostico de las caracteristicas deseadas
precozmente, sin tener que esperar a que la planta sea adulta. En los mapas
genéticos se pueden localizar genes de interés como resistencias a enfermedades,
caracteristicas agronémicas o del fruto. El desarrollo de marcadores que nos permitan
determinar la presencia o no del gen deseado, sin estar influidos por el ambiente, es
una forma de seleccién mas rapida y fiable que los procesos de seleccién tradicional.
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1.2. El virus de las manchas necroticas del melon (MNSV)

1.2.1. Situacién taxonémica del MNSV, organizacion del genoma y funciones
génicas

El virus de las manchas necréticas del melén (MNSV) pertenece al género
Carmovirus, uno de los 7 géneros de la familia Tombusviridae de virus de plantas
(Murphy y col.,, 1995). Los miembros de este género se caracterizan por tener
morfologia similar, particulas icosahédricas, y genomas pequenos de RNA de menos
de 4.4 Kb, normalmente de cadena simple. El genoma de los Carmovirus se parece al
de los géneros Aureusvirus y Tombusvirus por presentar 5 marcos abiertos de lectura
potenciales (“Open Reading Frame” ORFs) y una gran proteina de la capside (“Coat
Protein” CP) de mas de 35 kDa, pero se diferencia de éstos por presentar un genoma
de menor tamano (<4.4 Kb). La morfologia de los viriones es isométrica. Las particulas
tienen un didmetro alrededor de 30 nm y estdn compuestos por acido nucleico en un
17% (Hibi y Furuki, 1985).

Las caracteristicas del genoma dentro del género Carmovirus son: la presencia
de una unica molécula de ARN linear, de cadena simple, positiva y de longitud entre
4000-4100 nt, ausencia de la cola de poliadenilacion en el extremo 3’y de la estructura
cap (m’G’pppNp) en el extremo 5’, ésta Gltima demostrada Gnicamente en el virus del
moteado del clavel (Carnation mottle virus, CarMV).

Actualmente, se conoce la secuencia nucleétida completa de dos aislados del
MNSV: el aislado MNSV-Ma5 (Diaz y col., 2003) y el MNSV-Duch (Riviere y Rochon,
1990). Nosotros hemos trabajado con el aislado MNSV-Ma5, caracterizado por Diaz y
col. (2003). El analisis de la secuencia de 4271 nt de MNSV-Mo5 revel6 que su
genoma presenta 5 posibles ORFs, una regién no codificante en el extremo 5 (5-
UTR) de 84 nt y otra en el 3’ (3UTR) de 287 nt (Fig. 1.1). Los 5 ORFs codificarian
para: la polimerasa de 29 kDa (p29) (ORF1), cuyo marco de lectura se extiende desde
el nucledtido 85 hasta el 891, la polimerasa de 89 kDa (p89) (ORF2: 85-2460 nt), la
proteina del movimiento 1 de 7 kDa (p7A) (ORF3: 2439-2636 nt), la proteina de
movimiento 2 de 7 kDa (p7B) (ORF4: 2640-2825 nt) y la proteina de la capside de 42
kDa (CP) (ORF5: 2815-3984 nt). Tras el codon de parada del ORF5 se encuentra la
region no codificante 3'UTR (Diaz y col., 2003). La estrategia de expresion propuesta
para MNSV es similar a la de otros carmovirus, y describe que el ARN genémico viral
(ARNg) actuaria como mensajero de las proteinas p29 y p89, y el ARN subgenémico 1
(ARNsg1) como mensajero de las proteinas p7A y p7B y el ARNsg2 como mensajero
de la proteina de la CP (Riviere y Rochon, 1990) (Fig. 1.1). La comparacion de las
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secuencias de los dos aislados, MNSV-Ma5 y MNSV-Duch, mostré una organizaciéon
gendmica similar, excepto por la presencia de un codén ambar entre los ORF3 y ORF4
en el aislado holandés, pudiéndose expresar una proteina de 14 kDa (Riviere y
Rochon, 1990), mientras que MNSV-Moa5 presenta un coddn stop en esta misma
posicién (Diaz y col., 2000).

5 UTR 3’ UTR
29 89
—— — [—— ARNS
p7A
—s" ARN sg1
CP
— I RN o2

Fig. 1.1. Organizacion genémica y probable estrategia de expresion de MNSV (Riviere y Rochon,
1990). Las proteinas p29 y p89 se expresarian a partir de ARNg, las proteinas del movimiento p7A y
p7B a partir del ARNsg1 y la CP a partir de ARNsg2.

1.2.2. Distribucidn geografica, transmision y control del MNSV

La gama de huéspedes de MNSV se limita principalmente a la familia de las
cucurbitdceas que crecen en invernaderos, como por ejemplo el meldn, la sandia o el
pepino (Hibi y Furuki, 1985). Los sintomas que provoca la enfermedad son lesiones
necréticas en hojas, manchas necréticas y acorchamientos en frutos y estrias
necréticas en tallos, provocando grandes pérdidas en la produccion. En 1966, fue
descrito por primera vez en Japén (Kishi, 1966) y fue mas tarde, en 1979, cuando se
registro en invernaderos de zonas de California (Gonzales-Garza y col., 1979) y Grecia
(Avgelis, 1990). En Holanda y Reino Unido hubo una gran incidencia del virus en
cultivos de pepino a principios de los 80 (Bos y col., 1984). En Espana fue descrito por
primera vez en 1984 y afectando a los cultivos protegidos del melén de la costa
mediterranea (Cuadrado y col., 1993; Luis-Arteaga y col., 1998), aunque también se
ha descrito en cultivos de sandia y pepino, pero sin representar un gran problema en
estos ultimos. Asi pues, MNSV es un virus endémico de los cultivos de cucurbitaceas
crecidos en invernaderos en todo el mundo (Hibi y Furuki, 1985).

La transmision natural del virus se realiza a través de las zoosporas del hongo
Olpidium bornovanus y a través de semillas infectadas (Gonzales-Garza y col., 1979;
Avgelis, 1985). Sin embargo, la frecuencia de transmision del virus a través de
semillas aumenta mucho cuando el hongo esta presente en el suelo (Furuki, 1981).
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Por otro lado, la localizacion del virus se ha descrito en las cubiertas de las semillas
infectadas (Campbell, 1996).

Para controlar el MNSV se pueden utilizar semillas libres de virus y variedades
genéticas resistentes, pero también es importante controlar el vector de transmision.
Los tratamientos de desecacion de mas de 4 dias (Dumas de Vaulx, 1970) o los
tratamientos con acidos pueden eliminar el virus de la cubierta de la semilla. Estos
tipos de tratamientos son importantes sobretodo cuando se trabaja con colecciones de
germoplasma. Estas practicas implican un elevado coste econémico y ecolégico, por
tanto, una solucién a estos problemas seria la utilizacién de variedades resistentes al
virus.

En la actualidad, se conocen al menos dos fuentes naturales de resistencia: el
cultivar “Gulfstream” y la accesion coreana Pl 161375 (Fig. 3.1). La resistencia
genética a MNSV esta controlada por el alelo recesivo del gen nsv (Coudriet y col.,
1981). Esta resistencia es efectiva frente a todos los aislados conocidos del virus,
excepto uno que es capaz de superarla (MNSV-264) y que ha sido descrito en Murcia
(Diaz y col., 2000). En estos momentos existen en el mercado diversas variedades
comerciales e hibridos que incorporan la resistencia a nsv, pero sin duda, el
conocimiento del mecanismo de resistencia mediante el clonaje del gen nsv nos
permitird comprender la estrategia que utiliza el virus para superar la resistencia y esta

informacion podra ser utilizada para un mejor control del virus.

1.3. Interaccion planta-patégeno

S6lo una pequefa proporcion de las infecciones producidas por patégenos
produce enfermedades y esto se debe principalmente a varias razones: a) la especie
vegetal atacada por el patégeno no presenta los requerimientos que éste necesita y la
planta se considera no-huésped (resistencia a nivel de especie o0 “non-host
resistance”); b) a la presencia de barreras preformadas, estructuras o componentes
toxicos que presenta la planta y que impiden la entrada del patégeno; c) los
mecanismos de defensa son activados tras el reconocimiento planta-patégeno. En
todos estos casos decimos que la interaccion es incompatible (resistencia) pero sélo
en el tercer caso el mecanismo de defensa depende exclusivamente de respuestas
inducidas para limitar el ataque del patégeno. La enfermedad (interaccion compatible)
ocurrird so6lo cuando las defensas preformadas de la planta sean inadecuadas, las
condiciones ambientales sean favorables para el patégeno y/o si las repuestas activas
de defensa no sean efectivas.
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1.3.1. Resistencia mediada por genes R

La resistencia a enfermedades en plantas depende a menudo de la capacidad de
la planta de reconocer al patégeno y de provocar una activacion rapida de los
mecanismos de defensa de la misma. La existencia de este proceso de
reconocimiento especifico ha sido revelada por el analisis de interacciones planta-
patdgeno. La definicion genética de esta interaccion se explica mediante la hipétesis
de Flor obtenida tras su trabajo realizado de la interaccién entre el lino cultivado
(Linum usitatissimum) y el hongo biotréfico Melampsora lini (Flor, 1947). Flor demostré
que la expresion o no de la resistencia de la planta, en un reconocimiento especifico
planta-patégeno, esta gobernada por la presencia de un gen de resistencia dominante
(R) en la planta, el producto del cual es reconocido por el producto de un gen
especifico de avirulencia dominante (Avr) del patégeno. Una pérdida o alteracion de
algunos de los dos genes inducira la enfermedad. Este es el denominado sistema gen-
a-gen (Flor, 1971). El modelo fue desarrollado en una interaccion planta-hongo, sin
embargo, también proporciona la base genética para la mayoria de las resistencias
activas en plantas contra patégenos tan diversos como bacterias, hongos, virus,
nematodos e insectos (Keen, 1990; Dangl, 1992).

1.3.1.1. La estructura y su funcion de los genes R

Desde que en 1993 se identificara el primer gen de resistencia en tomate, Pto,
mediante una aproximacién del clonaje posicional (Martin y col., 1993), se han
identificado y clonado un gran numero de genes R que confieren resistencia frente a
patdbgenos muy diversos. A pesar de ello, los genes R se pueden agrupar
principalmente en so6lo 4 clases que codifican proteinas estructuralmente similares.
Esta similitud sugiere una elevada conservacion de los mecanismos de transduccion
de senales existentes en las plantas para desencadenar las respuestas de defensa
mediadas por genes R.

La primera clase de genes R es la mas abundante y codifica para proteinas de la
clase NBS-LRR (“nucleotide-binding site leucin-rich repeat”) (Dangl y Jones, 2001). El
dominio LRR esta constituido de un numero variable de secuencias repetitivas ricas en
leucinas y otros residuos hidrofébicos posicionados de manera regular. Los dominios
LRR de algunas proteinas estdn implicados en funciones de interaccién entre
proteinas, interaccién proteinas-carbohidratos y en unién de péptidos-ligandos (Jones
y Jones, 1996; Kajava, 1998), por esta razon se supone que en los genes R estarian
implicados en la interaccion directa con el elicitor (Avr) (Bendahmane y col., 2000; Ellis
y Peter, 2000).
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El dominio NBS (“Nucleotide Binding Site”) esta presente en diversas proteinas
con actividad de unién a ATP o GTP, como las ATPasas y las proteinas G, lo que
sugiere una posible funcion en las proteinas R como lugares de unién a nucleétidos;
sin embargo, no esta claro como ocurren estas uniones (Dangl y Jones, 2001). El
dominio NBS abarca diferentes secuencias: quinasa 1a (también conocida como P-
loop que presenta la secuencia consenso GXXXXGK[T/S]), quinasa 2 y quinasa 3. La
presencia del dominio NBS altamente conservado en muchos de los productos de los
genes R sugiere que la funcidon de unién a nucleétidos seria esencial para el
funcionamiento de estas proteinas. Sin embargo, el papel de los dominios NBS en la
activacion de las defensas de las plantas todavia no se conoce (Bent, 1996).

Dentro de los genes R con dominio NBS-LRR, se pueden distinguir dos subclases,
en funcioén de la naturaleza del extremo N-terminal: la presencia de un dominio TIR o
de un dominio CC. La subclase TIR-NBS-LRR presenta un dominio denominado TIR
(Toll/Interleukin-1  Resistance) que tiene una gran homologia con dominios
citoplasmaticos de senales intracelulares de la proteina Toll de Drosophila y del
receptor Interleukina 1 de mamiferos (con una similitud en la secuencia de
aminoacidos del 42 y 41% respectivamente) (Hammond-Kosack y Jones, 1997). Esto
indica que el dominio TIR estaria implicado en vias de transduccién de senales, por la
similitud que presenta con los dominios citoplasmaticos de Tolly IL-1, ademé&s también
podria estar implicado en el reconocimiento especifico del patégeno. En este grupo
estarian incluidos los genes N de tabaco frente al virus del mosaico del tabaco
(Tobacco mosaic virus, TMV) (Whitham y col., 1994), el gen L6 de lino frente M. lini
(Lawrence y col., 1995) o RPP5 de Arabidopsis frente al hongo Peronospora parasitica
(Parkery col., 1997).

La subclase CC-NBS-LRR presenta en el extremo N-terminal un dominio CC
(“coiled coil’), que es una secuencia repetida de 7 residuos con aminoacidos
hidrofdébicos intercalados. La estructura del dominio CC consiste en dos 0 méas hélices
alfa que interaccionan para formar una estructura helicoidal y que podrian estar
implicadas en interacciones proteinas-proteinas, incluso en la formaciéon de dimeros o
trimeros, aunque también podrian estar involucradas en la transduccion de senales
(Martin y col., 2003). En este grupo estén incluidos los genes RPS2 de Arabidopsis
frente a P. syringae (Mindrinos y col., 1994) y el Rx de patata frente al virus X de la
patata (Potato virus X, PVX) (Bendahmane y col., 1999).

La segunda clase de genes R, la clase que codifica para serin-protein quinasas
(PK), estaria representado por un solo miembro, el gen Pto de tomate que confiere
resistencia a P. syringae, probablemente de localizacién citoplasmatica. El clonaje del
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este gen puso en evidencia la importancia de sistemas de fosforilacion/desfosforilacion
en la transduccion de sefales activando las defensas del huésped (Martin y col.,
1993).

Las clases de genes R descritas hasta el momento carecen de dominios
transmembrana (TM) lo que sugiere una localizacion intracelular de sus productos.

La tercera clase de genes R la forman los distintos genes Cf (Cf-2 (Dixon y col.,
1996), Cf-4 (Thomas y col., 1997), Cf-5 (Dixon y col., 1998), Cf-9 (Jones y col., 1994))
que confieren resistencia frente al hongo Cladosporium fulvum (actualmente
denominado Fulvum fulva) en tomate. Estos genes carecen del dominio NBS, y en su
lugar presentan un dominio TM, ademas de un dominio LRR extracelular (eLRR) y una
pequena cola citoplasmatica de la que se desconoce su funcién (Martin y col., 2003).

La cuarta clase de genes R esta formada por el gen Xa21 de arroz, que confiere
resistencia a mas de 30 cepas distintas de la bacteria Xanthomonas oryzae pv. oryzae
Codifica para una proteina que posee un péptido senal putativo, 23 eLRRs con
numerosos lugares de glicosilacion potenciales, un dominio TM como los que
presentan los genes Cf, ademas de un dominio PK intracelular, como el presente en
Pto (Song y col., 1995).

La presencia del dominio LRR en 3 de las 4 clases principales de genes R sugiere
que este dominio tiene un papel central en el mecanismo de defensa (Xiao y col.,
2003). En el caso del gen Pto, la unica clase de genes que carece del dominio NBS-
LRR, se ha descrito que requiere de la presencia de una proteina CC-NBS-LRR, Pfr,
para activar el mecanismo de defensa (Salmeron y col., 1996).

En los ultimos afos se han identificado otros genes R que no se incluyen en estas
4 clases principales, debido a la presencia de algunos motivos proteicos diferentes.
Algunos ejemplos son el gen RRS1-R de Arabidopsis que confiere resistencia no
especifica de raza a la bacteria Ralstonia solanacearum (Deslandes y col., 2002). Este
gen presenta una estructura TIR-NBS-LRR y ademas, en su extremo C-terminal
presenta un motivo caracteristico WRKY de la familia de proteinas activadoras de la
transcripcién en plantas. Otro ejemplo es el gen RPW8 de Arabidopsis que confiere
resistencia de amplio espectro a todas las razas de oidio que han sido probadas y que
presenta una estructura nueva: un dominio CC que esta probablemente asociado a la
membrana (Xiao y col.,, 2001). Los genes Vel y Ve2 que confieren resistencia en
tomate al hongo Verticillium alboatrum, presentan estructuras similares a las del tipo
Cf, pero con dominios adicionales CC y PEST, respectivamente. Este ultimo esta
relacionado con procesos de degradacién de proteinas (Kawchuk y col., 2001).
Recientemente, se ha descrito el gen Rpg1 de cebada que confiere resistencia de
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amplio espectro al hongo Puccina graminis y que codifica para dos dominios de
protein-quinasas en tandem y un dominio transmembrana putativo, siendo la primera

vez que se describe un tipo de gen R como este (Brueggeman y col., 2002).

1.3.1.2. Distribucidén y origen de los genes R

Durante los proyectos de clonaje posicional de genes R de varias especies
vegetales se observd que estos se presentaban agrupados o en “cluster” en los
cromosomas. Un claro ejemplo de ello se ha observado en lechuga, que presenta al
menos 11 genes de resistencia en un mismo cluster, 10 de los cuales confieren
resistencia al hongo Bremia lactucae (genes Dm) y 1 estaria implicado en la
resistencia a un afido (Meyers y col., 1998). Ademas, dentro de cada locus se pueden
encontrar distintos alelos que confieren resistencia a diferentes razas del mismo
patégeno, como es el caso del lino, que presenta 31 genes de resistencia al hongo
Melampsora lini, localizados en 5 loci designados como K, L, M, N y P que contienen
respectivamente 2, 13, 7, 3 y 6 versiones alélicas (Lawrence y col., 1995). A pesar de
que en los genomas vegetales se ha observado que los genes tipo NBS-LRR se
encuentran normalmente distribuidos en agrupaciones, esto no parece ocurrir cuando
se analiza el genoma completo de Arabidopsis, donde se pueden encontrar genes R
en agrupaciones y también aislados en sus 5 cromosomas (Dangl y Jones, 2001).

La complejidad de las interacciones gen a gen implica que las plantas deben de
tener un sistema para generar y mantener la diversidad en el repertorio de genes de
resistencia. Las agrupaciones de genes R y los loci multialélicos observadas en
muchas interacciones ampliamente estudiadas pueden reflejar la existencia de este
sistema. Estudios en la organizacion genética de genes R sugieren al menos dos
mecanismos para la creacidén de nuevas especificidades. La recombinacion intragénica
(recombinacién entre alelos) puede crear nuevas especificidades, mientras que la
recombinacion intergénica (recombinacién desigual) entre distintos genes podria
resultar en la duplicacion, delecion o insercion, afectado al tamano de los clusters
(Hammond-Kosack y Jones, 1997). La presencia de dos genes Cf-2 casi idénticos y la
observacion de recombinacion intergénica en este locus podria ser el origen de los
genes de resistencia frente a Cladosporium fulvum en tomate (Dixon y col., 1996).

La gran diversidad de patégenos hace pensar en la necesidad de las plantas
de presentar un gran repertorio de genes R. Sin embargo, en Arabidopsis Unicamente
se han identificado un centenar de loci R distribuidos en los 5 cromosomas (Dangl y
Jones, 2001). Una explicacion podria ser que la proteina R reconociera la presencia
de mas de una proteina Avr, incluso si ésta perteneciera a patégenos muy diferentes.

11
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Esto se conoce como reconocimiento dual y se ha demostrado en algunos casos,
como por ejemplo en el gen RPM1 de Arabidopsis que confiere resistencia a P.
syringae. En esta caso, la bacteria expresa los genes AvrRpm1 y AvrB y ambos
productos son reconocidos por el producto del gen RPM1 (Tornero y col., 2002). Otro
ejemplo es el gen Mi de tomate que confiere resistencia al afido Macrosiphum
euphorbiae y al neméatodo Meloidogyne incognita a la vez (Rossi y col., 1998). Otra
posibilidad para explicar el bajo numero de genes R en Arabidopsis seria que éstos

reconocieran moléculas altamente conservadas de los patégenos.

1.3.1.3. Factores de avirulencia de genes R

La definicion bioquimica del sistema gen a gen implica la existencia de una
molécula elicitora producida por el gen del patégeno Avr y su correspondiente receptor
producido por el gen R de la planta huésped. Hasta el momento, se han clonado un
elevado numero de genes Avr de diferentes patégenos y se han identificado una gran
variedad en cuanto a secuencias. Se ha sugerido que los factores de avirulencia
podrian haber evolucionado a partir de factores de virulencia que se han convertido en
proteinas reconocidas por los genes R de la planta (Bonas y Lahaye, 2002). En el
caso de los virus, se han identificado varios determinantes de Avr, como la proteina de
la capside del virus X de la patata (PVX) que provoca la resistencia en patata mediada
por el gen Rx71 (Bendahmane y col., 1995), una proteasa del virus Y de la patata
(Potato virus Y, PVY) (Nla) que es el elicitor de la resistencia mediada por el gen Ry de
patata (Mestre y col., 2000) y la helicasa del virus del mosaico del tabaco (TMV)
implicada en la resistencia especifica del gen N en tabaco (Whitham y col., 1994). Se
conocen casos en los que sustituciones de algun aminoécido del producto del gen Avr
provocan la pérdida de especificidad y confieren al virus la habilidad de superar la
resistencia.

A pesar de que no se ha demostrado su funcién in vivo, se ha identificado
factores de avirulencia que podrian estar implicados en la degradacién de sus dianas
en la célula vegetal, como por ejemplo Avr-Pita de Magnoporthe grisea (Bonas y
Lahaye, 2002) y AvrPphB de Pseudomonas (Hammond-Kosack y Parker, 2003) que
podrian codificar para proteinas tipo proteasa. En el caso de Cladosporium fulvum los
elicitores de resistencia conferidos por los genes Cf de tomate serian polipéptidos
codificados directamente por el propio hongo (van Kan y col., 1991).

En bacterias se han identificado hasta 40 genes Avr, entre ellos se encuentra el
gen avrD de P. syringae pv. glycinea que codifica para enzimas que producen
siringolidos, responsables de inducir la respuesta de hipersensibilidad en genotipos de
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soja que contienen el gen de resistencia Rpg4 (Keen, 1990). Otro ejemplo seria el gen
avrBs2 de Xantomonas campestris pv. vesicatoria cuyo producto confiere resistencia
en genotipos de pimiento que presentan el gen Bs2 (Martin y col., 2003) y que codifica
para los enzimas glicerol sintasa y agrocinopina sintasa, de los cuales no se conoce su
sustrato. Cabe destacar que las bacterias necesitan los genes hrp (“hypersensitive
response induction and pathogenesis”) para poder introducir los productos Avr desde
los espacios intercelulares al interior de la célula. Los genes Hrp codifican un complejo
de proteinas con gran homologia con el sistema tipo lll de secrecion que usan las
bacterias para infectar en células de mamiferos (Dangl, 1995).

1.3.2. Resistencias recesivas

Las resistencias recesivas no se pueden explicar mediante el modelo gen a
gen designado en los genes R. Una de las hipétesis mas aceptadas para explicar las
resistencias recesivas es que éstas son debidas a la falta o a la mutacién de un factor
de la planta que es necesario para que el patégeno complete su ciclo vital. Aunque
otras hipotesis postulan que las resistencias recesivas se deben a una mutacion en
reguladores negativos de la reaccion de defensa.

1.3.2.1. Resistencia frente a virus

Las resistencias recesivas parecen ser mas frecuentes frente a virus de plantas
que frente a otro tipo de patégenos, en los que predomina los genes dominantes R
(Fraser, 1990). Ademas, este tipo de resistencia es mas frecuente frente a potyvirus
que frente a otros tipos de virus (Diaz-Penddn y col., 2004b). Esto quizas sea debido a
la importancia relativa de los virus de esta familia, ya que probablemente sea el grupo
de virus mas numeroso e importante, comprendiendo casi el 40% de virus que infectan
a plantas (Hollings y Brunt, 1981).

Los virus son parasitos obligados que dependen de factores del huésped para
mantener sus etapas de multiplicaciéon y propagacién, por ello necesitan la maquinaria
bioquimica de la planta para completar su ciclo bioldgico. La identificacién de algunos
de estos factores se ha llevado a cabo mediante la caracterizacién de mutantes en
Arabidopsis o Saccharomyces cerevisiae, 0 mediante la manipulacién de la expresién
de los genes en cuestion. Datos recientes han mostrado que los factores del huésped
juegan un importante papel en el ensamblaje del complejo de replicacion del ARN,
seleccionando y reclutando las cadenas del ARN molde o activando el complejo para
la sintesis del ARN, entre otros pasos. Cada una de estas interacciones virus-huésped
pueden contribuir a la especificidad del huésped, a la especificidad del tejido o a la
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patologia de la infeccion. Ademas, cada una de estas interacciones representa una
diana potencial para el control de los virus (Ahlquist y col., 2003).

En levadura se han identificado varios genes del huésped necesarios para la
traduccién y la replicacion del ARN del virus del mosaico del bromo (Brome mosaic
virus, BMV) (Ahlquist y col., 2003). Uno de ellos es el gen ded? que codifica para una
helicasa de ARN necesaria para el inicio de la traduccién de los ARNm de S.
cerevisiae. Ciertas mutaciones en este gen bloquean la replicacion del virus, pero no
afectan al crecimiento de la levadura a pesar de ser un gen imprescindible para ésta
(Noueiry y col., 2000). Otro ejemplo es el gen Ism1, que codifica para una proteina con
un motivo conservado Sm implicado con el “turnover” de los ARNm celulares y
ademas, es necesario para un eficiente reclutamiento del ARN 1a virico. Estos
mutantes presentan una importante reduccién en la traduccién de los ARN genémicos
virales (Diez y col., 2000). Otros dos mutantes, ydj71 y ole, estan relacionados con la
sintesis del ARN viral. Mutaciones en el gen ydj1 de levadura son las responsables de
que no se inicie la sintesis de la cadena negativa del ARN del BMV. Este gen codifica
para una chaperona implicada en la formacién de los complejos de replicacion de
BMV, y posiblemente, esta chaperona puede actuar directamente plegando la
polimerasa 2a del virus o en un paso de interaccidén necesario para la sintesis del ARN
(Tomita y col., 2003). Los mutantes en el gen ole1 también presentan bloqueada la
replicacion del ARN del BMV en los primeros pasos de la infeccién debido a una
reduccién en los niveles de &cidos grasos insaturados en las membranas. Este gen
codifica para un enzima clave en la conversion de acidos grasos saturados en
insaturados (Lee y col., 2001).

En Arabidopsis también se han identificado varios mutantes implicados en la
multiplicacién viral. Los genes tom1 y tom2A son necesarios para que el virus del
mosaico de tabaco (TMV) se multiplique de forma eficiente en protoplastos. En el caso
de tom1 esta afectada la amplificacion de virus y en tom2A esta afectada la
acumulacién del mismo. Ambos codifican para proteinas integrales de membrana del
huésped que interaccionarian entre ellas y, a su vez, también interaccionarian con
factores de replicacion de TMV (Tsujimoto y col., 2003). El gen Isp1 de Arabidopsis
codifica para el factor de iniciacién de la traduccion (iso) 4E (elF(iso)4E), proteina con
actividad de union a la estructura cap de los ARNm, y que es necesaria para la
replicacion en protoplastos de Arabidopsis del virus del mosaico del nabo (Turnip
mosaic virus, TuMV) y del virus del estriado del tabaco (Tobacco etch virus, TEV)
(Lellis y col., 2002). Otros dos mutantes en genes que también codifican para factores
de traduccion son cum1 y cum2 de Arabidopsis, concretamente codifican para los
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factores de iniciaciéon de la traduccién 4E (elF4E) y 4G (elF4G), respectivamente. Las
mutaciones cum1y cum?2 presentan inhibida la acumulacién de la proteina 3a del virus
del mosaico del pepino (CMV) en protoplastos, necesaria para el movimiento célula a
célula y por tanto, presentan una inhibicién de la propagacion de CMV (Yoshii y col.,
2004).

Respecto a las resistencias recesivas naturales descritas hasta ahora, la
mayoria se han encontrado en especies cultivadas. Hasta el momento se han
caracterizado los genes de resistencia recesivos pvr2 en pimiento que confiere
resistencia frente al virus Y de la patata (PVY) (Ruffel y col., 2002), el gen mo1 en
lechuga frente a virus del mosaico de la lechuga (Lettuce mosaic virus, LMV) (Nicaise
y col., 2003) y el gen sbm1 de guisante frente al virus del mosaico de la semilla del
guisante (Pea seed-borne mosaic virus, PsBMV) (Gao y col., 2004) y todos codifican
para el mismo gen del huésped: el factor de iniciacion de la traduccion 4E (elF4E). En
todos estos casos, la resistencia se debe a mutaciones del gen, que muy
probablemente no afecten a la funcion de la proteina en la planta, pero que impiden el
reconocimiento de la proteina virica VPg (proteina que esta unida de forma covalente
al extremo 5 del RNA de los potyvirus) con el mismo, impidiendo la traduccion del
virus y por tanto, evitando la infeccién viral (Leonard y col., 2000).

Poca informacion se posee respecto a los factores de avirulencia de virus que
interaccionan con el gen de resistencia. La mayoria de datos surgen de la familia de
los potyvirus, donde se ha caracterizado las proteinas VPg (Schaad y Carrington,
1996; Kuhne y col., 2003; Sato y col.,, 2003) y P3-6k1 del genoma de potyvirus
(Johansen y col., 2001) como determinantes de avirulencia. Hasta el momento, sélo se
ha identificado un determinante de avirulencia para un virus que no pertenece a los
potyvirus, el virus del cribado del melon (MNSV) y que probablemente sea la
secuencia no traducida del extremo 3’ UTR (Diaz y col., 2004).

1.3.2.2. Resistencia recesiva frente a bacterias y hongos

Se conocen algunos ejemplos de resistencias recesivas en las interacciones
planta-bacteria y planta-hongo. En arroz se han identificado fenotipicamente mas de
20 genes que confieren resistencia a la bacteria Xanthomonas oryzae pv oryzae (X00),
de los cuales s6lo 6 son genes recesivos, xab, xa8, xa9, xa13, xa19, y xa20 (Kinoshita,
1995). Recientemente se ha clonado el gen xa5 y codifica para la subunidad gamma
del factor de traduccién IIA (TFIIAgamma). Parece ser que la resistencia se debe a un
cambio de dos nucleétidos que resulta en el cambio de un aminodcido, siendo la
primera vez que se describe este factor en un papel de resistencia (lyer y McCouch,
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2004). En este caso, la resistencia recesiva de xa5 frente a Xoo podria explicarse de la
misma manera que ocurre en la resistencia recesiva frente a virus: una mutacion en un
factor del huésped impide que la bacteria pueda multiplicarse.

Una de las primeras interacciones planta-hongo caracterizadas fue la que tiene
lugar entre el oidio Blumeria graminis f. sp. hordei y la cebada. La resistencia de
amplio espectro frente a este hongo en cebada es debida al gen de resistencia
recesivo mlo. Este gen codifica para una proteina que presenta dominios
transmembrana similares a los que presentan los receptores ligados a proteinas G de
metazoos (Buschges y col., 1997) y parece tener una funcién de regulador negativo
del proceso de resistencia, regula negativamente la induccion de la muerte celular
(Piffanelli y col., 2002). Los mutantes mlo confieren resistencia a oidio gracias a una
amplificacién de la respuesta de la muerte celular y a la deposicion de una barrera de
callosa en el lugar de la infeccion (Wolter y col., 1993). Otro ejemplo parecido al
anterior es el gen edr1 de Arabidopsis que confiere resistencia de amplio espectro al
oidio Erysiphe cichoracearum y cuyos mutantes presentan una induccién de varias
respuestas de defensa, entre ellas la muerte celular. El gen edr1 codifica para una
quinasa MAPKK y parece ser que podria ser un regulador negativo de la respuesta de
defensa dependiente del acido salicilico (Frye y col., 2001). Se ha identificado otro gen
de Arabidopsis, pmr6, que también confiere resistencia al oidio E. cichoracearum, pero
sin embargo, se diferencia de los descritos anteriormente en hongos en que no se
trata de un regulador negativo de una respuesta de defensa. En este caso, pmré
codifica para un enzima que degrada la pectina y la mutacion de este gen implica una
aumento de la pectina en las células epidérmicas, que probablemente impida la
penetracién del hongo en el interior de la planta. Este gen es necesario durante la
infeccion del hongo y se ha llegado a denominar “factor de susceptibilidad”, ya que es
necesario para la colonizacién del hongo (Vogel y col., 2002).

1.4. Respuestas de defensa inducidas e inespecificas

Las interacciones planta-patégeno inducen algunas respuestas de defensa en
la planta, independientemente de que la reaccién sea o no compatible. Una de las
respuestas inducidas de defensa mas rapidas tras el reconocimiento especifico del
producto del gen Avr por el producto del gen R es la repuesta de hipersensibilidad
(HR), uno de los mecanismos de resistencia activa frente al ataque de todo tipo de
patégenos. Esta respuesta se caracteriza por la aparicion de lesiones necroticas en los
lugares donde ha tenido lugar el contacto con el patégeno y provoca la muerte celular
alrededor del lugar de la infeccidn, confinando asi los patégenos en una pequefia zona
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de la planta y permitiendo que la planta resista al patégeno (Dangl y col., 1996). Sin
embargo, también se han descrito casos de interaccion incompatible en las que no se
observa la HR, como por ejemplo, la resistencia de la cebada contra todas las razas
de Erysiphe graminis f sp hordei, conferida por el gen de resistencia mlo, y la
interaccion entre el virus X de la patata (PVX) y el gen Rx. La hipétesis mas aceptada
en el mecanismo de formacion de la HR es la que postula que esta respuesta esta
controlada genéticamente y se trata de un tipo de muerte celular programada o
apoptosis, activada tras el reconocimiento del patégeno (Shirasu y Schulze-Lefert,
2000). Inicialmente, también se habia sugerido que la HR ocurria debido a un cambio
en el metabolismo de las células de la planta que podria producir componentes toxicos
para el huésped y el patégeno que causarian la necrosis rapidamente (Hammond-
Kosack y Jones, 1996). Por otro lado, la HR se asocia a menudo con el inicio de la
resistencia sistémica adquirida en tejidos distales de la planta.

Otras respuestas generales de defensa incluyen la sintesis de metabolitos
antimicrobianos (por ej. fitoalexinas), sintesis de enzimas daninos para el patégeno,
como quitinasas y glucanasas, y refuerzo de la pared celular. Ademés, otras
respuestas, involucradas en la transduccién de sefales, son los cambios en el flujo de
iones, especialmente en el Ca**, cambios en la fosforilacion de proteinas, sintesis de
especies reactivas de oxigeno (superperéxidos) o la produccién de acido salicilico (SA)
(Hammond-Kosack y Jones, 1996). Cabe remarcar, que muchas de las respuestas
bioquimicas arriba indicadas, también tienen lugar en interacciones compatibles con
desarrollo de la enfermedad, como por ejemplo la expresion y biosintesis de quitinasas
y fitoalexinas que reducirian el crecimiento del patégeno a pesar de no bloquear el
desarrollo de la enfermedad (Bent, 1996).

La resistencia sistémica adquirida (SAR) es otra respuesta inducida de defensa
que se activa tras el reconocimiento de un patbégeno, siendo la formaciéon de necrosis
local a través de la HR u otros mecanismos, la sefal de activacion propiamente dicha.
La activacion de la SAR resulta en un incremento de resistencia de la planta frente a
diferentes especies de patdogenos en lugares distintos al de la infeccién inicial. Se trata
de una respuesta de amplio espectro presente en toda la planta y tiene una duracién
de varias horas. La SAR conlleva la activacion de un tipo de genes, los PR
(pathogenesis related), algunos de los cuales codifican para glucanasas y quitinasas.
Asi pues, la SAR convierte una interaccién planta-patégeno compatible en una
interaccién incompatible. El primer estudio realizado sobre la SAR se realizd en la
interaccién tabaco/TMV (Ross, 1961) y aparentemente parece ser un fendémeno ubicuo
en plantas superiores demostrandose en soja, patata, tomate, alfalfa, judia verde,
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Arabidopsis, arroz o cebada (Kessmann y col., 1994). El acido salicilico (SA) tiene un
papel clave en la activaciéon de la SAR, que fue demostrado en plantas transgénicas
de tabaco que expresaban de forma constitutiva el gen hidrolasa salicilato (nahG) de
Psedomonas putida. Estas plantas no acumulaban SA en repuesta de la infeccion de
un patégeno y no eran capaces de desarrollar la SAR (Gaffney y col.,, 1993). Sin
embargo, la aplicacién exégena de INA (2,6 acido diclorisonicotinico), un anélogo
quimico del SA, inducia la SAR en las plantas nahG. Esto sugeria que estas plantas
no eran defectivas en la cascada de sefalizacidén celular, sino que no son capaces de

activar la cascada debido a la ausencia del SA.

1.5. Aproximaciones de clonaje de genes de interés agronémico

El clonaje de genes de interés agronémico, como los genes relacionados con la
calidad del fruto o con resistencia a enfermedades, ha sido uno de los objetivos de la
mejora genética. Un conocimiento de dicho gen permitiria desarrollar marcadores
genéticos a partir del mismo para su uso en la seleccion temprana del caracter,
ademas de que también se podrian usar para introducirlos en otros genotipos
mediante transformacion génica. El clonaje de genes de los que sélo se conoce el
fenotipo se ha llevado a cabo principalmente mediante dos técnicas: la mutagénesis
insercional y el clonaje posicional. La primera técnica consiste en la generacion de
mutantes mediante la insercion de un fragmento foraneo de ADN en el gen
(normalmente transposones), alterando la funcién del gen. El estudio de la
cosegregacion del fenotipo mutante con el fragmento insertado permite la localizacion
del gen. Mediante mutagénesis insercional se han clonado con éxito un numero
importante de genes entre otros el gen Cf9 que confiere resistencia a Cladosporium
fulvum en tomate (Jones y col., 1994) y el gen N que confiere resistencia al virus del
mosaico del tabaco (TMV) (Whitham y col., 1994) y otros muchos de Arabidopsis
(Paterson, 1996b). Sin embargo, algunos inconvenientes, como por ejemplo el hecho
de que la mayoria de las mutaciones resultan en una pérdida de funcién, y por tanto,
no podrian clonarse genes esenciales para la planta, o la necesidad de un sistema de
transposones adecuado para cada especie, que no siempre esta disponible (como es
el caso del melén), hacen de la mutagénesis insercional una técnica con limitaciones
para clonar genes.

Por otro lado, el clonaje posicional esta siendo utilizado de forma generalizada
para clonar genes de interés, ya que Unicamente se necesita disponer de una
poblacion segregante para el caracter de interés y que el gen pueda situarse en una
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posicion cromosémica que presente marcadores moleculares en posiciones

adyacentes.

1.5.1. Clonaje posicional

La estrategia del clonaje posicional ha sido utilizada para clonar varios genes
de plantas (Martin y col., 1993; Bent y col., 1994; Dixon y col., 1996; Botella y col.,
1998; Tai y col., 1999; Zhou y col., 2001; Joobeur y col., 2004) entre otros. Para llevar
a cabo esta técnica se requiere la identificacién de marcadores de ADN estrechamente
ligados al gen de interés y de eventos de recombinacién cerca de este locus. Los
marcadores son rigurosamente posicionados en relacibn con los eventos de
recombinacion para generar un mapa genético de alta resolucion y los marcadores
flanqueantes que se encuentran mas estrechamente ligados al gen se utilizan para
rastrear genotecas de ADN. La identificacion de clones de una genoteca de BACs
(“Bacterial Artificial Chromosome”) que abarcan la region se realiza mediante el paseo
cromosoémico (“‘chromosome walking”). El solapamiento sucesivo de los clones
identificados permitira cubrir la distancia fisica que separa el marcador del gen de
interés e identificar un BAC que contenga fisicamente el gen (Pico y Ruiz, 2000). Sin
embargo, el paseo cromosomico presenta algunos pasos criticos, como es el tiempo
que se necesita para recorrer esta distancia o la presencia de ADN repetitivo en la
region de interés que puede llevar a errores en la identificacion de los fragmentos
solapados. Por estas razones, el aterrizaje cromosoémico (“chromosome landing”) se
plante6 como una estrategia mas eficaz (Tanksley y col., 1995) ya que se reducia el
tiempo dedicado al paseo cromosomico. Esta estrategia consiste en identificar
marcadores moleculares tan cercanos al gen diana que permitieran identificar un unico
clon, o un numero muy bajo de clones que permitieran llevar a cabo un paseo muy
corto, que contuvieran a los marcadores flanqueantes y por tanto, al gen de interés.
Los mapas genéticos de alta resolucion son necesarios para identificar marcadores
estrechamente ligados al gen y se obtienen en poblaciones de un tamafno considerable
(2000-3000 individuos) segregantes para el caracter. Finalmente, una vez identificado
el BAC que contiene el gen, se identificara el gen candidato y mediante transformacion
genética se confirmara que se ha clonado el gen diana.

Ademas, el progreso de algunas técnicas en genética molecular ha facilitado el
uso del clonaje posicional. Por ejemplo, el uso del “Bulked Segregant Analysis” (BSA)
facilita la identificaciéon de marcadores ligados a un locus (Michelmore y col., 1991)
mediante la utilizacién de marcadores moleculares que permiten detectar un namero

elevado de loci con un ndmero limitado de cebadores, como los AFLPs (“Amplified
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Fragment Lengh Polymorphism”) (Vos y col., 1995). Ademas, los mapas genéticos
saturados de que se dispone actualmente en melén (Wang y col., 1997b; Oliver y col.,
2001; Périn y col., 2002) son buenas herramientas para cartografiar el locus de interés.
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2. OBJETIVOS

El objetivo central de esta tesis es el clonaje del gen nsv, que confiere resistencia a

MNSV, mediante la estrategia de clonaje posicional. Para llevarlo a cabo nos hemos

marcado los siguientes objetivos parciales:

1-

Construccion de un mapa genético de baja resolucion en una poblacion de 69
LDHs que nos permita cartografiar el gen nsv en el genoma de mel6n e identificar
marcadores moleculares ligados al gen mediante la estrategia del “Bulked
Segregant Analysis”.

Construccion de un mapa genético de alta resolucion en la regién del gen nsv en
una poblacibn de gran tamano que nos permita identificar eventos de

recombinacion entre el gen y los marcadores flanqueantes a éste.

Construccion de un mapa fisico de la region del gen nsv utilizando una genoteca
de BACs e identificacién de un BAC que contenga los marcadores flanqueantes al
gen de resistencia y, por tanto, el gen propiamente dicho.

Identificacion del gen responsable de nsv tras la secuenciacion del BAC que lo
contenga.

Puesta a punto de un método de descubrimiento y deteccion de SNPs en melén,

que permita cartografiar eficientemente los polimorfismos detectados en los
marcadores del mapa genético.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material vegetal

Las poblaciones que han sido utilizadas en este trabajo segregan para el gen
de resistencia nsyv, y se diferencian en el nimero de individuos que las forman y en las
lineas parentales. Cuando se inici6 este trabajo se disponia de una poblacién F, de 93
individuos obtenida del cruce entre la accesion coreana Pl 161375 (Pl), resistente al
MNSV (nsv), y la linea susceptible T111 tipo “Piel de Sapo” (PS) (cedida por Semillas
Fit6). Esta poblacion habia sido generada anteriormente para la construccion del mapa
genético de meldn elaborado en nuestro laboratorio (Oliver y col., 2001) (Fig. 3.1) y
nos permitié cartografiar el gen nsv en el grupo de ligamiento correspondiente de este
mapa genético, mediante un test de resistencia de progenie Fs.

Ademas, una poblaciéon de 69 lineas doble haploides (LDHSs) fue utilizada para
saturar la regiéon del gen nsv de marcadores moleculares. Esta poblacion deriva del
hibrido F; entre Pl y PS y fue generada en nuestro laboratorio por partenogénesis
inducida in situ mediante polinizacion con polen estéril irradiado y rescate in vitro de
embriones. Las plantas haploides fueron tratadas con colchicina para obtener plantas
diploides homocigotas y una posterior autofecundacién produjo semillas en gran
cantidad de cada linea (Fig. 3.1) (Gonzalo, 2003).

Para la construccién del mapa genético de alta resolucion utilizamos dos
poblaciones. Inicialmente, trabajamos con una poblacion F, de 408 individuos,
obtenida a partir de las mismas lineas parentales (Pl x PS). Estos individuos nos
permitieron conocer los eventos de recombinacion entre los marcadores ligados al
locus nsv. También en este caso, mediante autofecundacion generamos familias F; a
partir de esta poblacion F»,, para realizar el test de progenie de resistencia al MNSV.
Las flores acabadas de abrir fueron autopolinizadas, dos o tres flores por individuo, y
se cubrieron con pequenos sobres de papel para evitar polinizaciones cruzadas.
Pasados unos cuatro dias se eliminaron los sobres y los frutos que se desarrollaron
maduraron en un periodo de tiempo de 45 a 60 dias. A continuacion, realizamos la
recoleccién de las semillas F3 y su almacenamiento en un lugar fresco y seco.

Posteriormente, gracias a la colaboracién con el grupo de clonaje posicional del
Dr. Bendahmane de la URVG-INRA de Evry (Francia), laboratorio donde realicé una
estancia predoctoral, trabajamos con una poblacion de retrocruzamiento (BC1) de
2727 individuos, entre la linea resistente Pl 161375 (Pl) y Vendrantais (Ved) (linea
susceptible al MNSV), siendo PI el parental recurrente [(Ved x Pl) x PI]. Antes de
utilizar la poblacion BC1, verificamos que los marcadores moleculares que
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flanqueaban al gen nsv en la poblacion F, también lo hacian en una poblacién de 100
RILs (“Recombinant Inbred Lines”) obtenida a partir de Pl x Ved (Périn y col., 2002).

PI1161375 Piel de Sapo

Y o

Fig 3.1: Frutos de los parentales y del hibrido Fy del cruzamiento Pl 161375 (PI) x Piel de Sapo (PS) a
partir del cual se generaron las poblaciones F2 y LDHs. Observamos gran diversidad de formas y colores
entre los frutos de estas dos poblaciones (fotografia cortesia de Iban Eduardo).

3.2. Test de resistencia al MNSV

El test de resistencia al MNSV se realizé mediante inoculacién mecéanica, sobre
cotiledones totalmente extendidos de plantas de dos semanas de edad. Se utilizé
como inéculo lesiones necroticas frescas del virus obtenidas de inoculaciones
anteriores, ya que son mas infectivas que las que han sido liofilizadas previamente.
Por este motivo, antes de emprender la evaluacion de las poblaciones F; y LDHs, se
realiz6 una inoculacién mecanica del aislado M-8-85 de MNSV procedente de la
estacion experimental de la Mayora (Dr. M. Aranda), sobre cotiledones de la linea de
meldn susceptible PS, para conservarla como fuente del virus.

En un mortero se tritur6 un gramo de tejido de disco de los cotiledones que
contenian lesiones frescas del virus con 4 mL de Na,HPO, 0.03 M pH 8.5, que
contenia DIECA 0.2% y carbén activo (75 mg/mL). Este extracto se extendi6 sobre los
cotiledones de las plantas jovenes, a las que previamente se las habia espolvoreado
con carborundo, siendo posible también anadir éste ultimo al extracto antes de la
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inoculacion (75 mg/mL). Transcurridos unos minutos tras la inoculacion, los
cotiledones se lavaron con agua para eliminar el exceso del inéculo y de carborundo.
Las plantas que mostraron lesiones necroticas en los cotiledones después de
3-5 dias de la inoculacion eran consideradas susceptibles al MNSV. En cambio, las
resistentes no desarrollaron ningun sintoma incluso después de 10 dias de la

inoculacion (Pitrat y Lecoq, 1984) (Fig. 3.2).

PS

Fig. 3.2. A) Plantas de mel6n de dos semanas de edad inoculadas mecanicamente con el virus MNSV. El
parental susceptible PS presenta lesiones necréticas en los cotiledones (flechas) al cabo de unos 5 dias
después de la inoculacion, mientras, la linea resistente Pl no presenta ningin sintoma. B) Detalle de
lesiones necroéticas en un cotiledén de PS.

Las poblaciones utilizadas en este trabajo fueron evaluadas para la resistencia
a MNSV en distintos laboratorios, siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Las
poblaciones de LDHs y F, de 93 individuos se evaluaron en el “Servicio de
Investigacién Agraria de la Diputacion General de Aragdn” (Dra. Marisol Luis): se
inocularon 10 individuos de cada una de las lineas LDHs y 20 individuos F3; que
provenia de cada familia F,. La poblacién F, de 408 individuos se evalué en nuestro
laboratorio y también se realiz6 el test de progenie con 20 individuos Fj, pero
Unicamente de los individuos recombinantes entre los marcadores flanqueantes al gen.
Por ultimo, la poblacion BC1 de 2727 individuos fue inoculada en el centro INRA
Montfavet (Dra. Dogimont), donde se inocularon mecanicamente los cotiledones de
cada individuo.
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3.3. Clonaje en plasmido

3.3.1. Cepas

Las cepas de E. coli utilizadas de manera rutinaria en los experimentos de
clonaje y en la propagacion de los plasmidos fueron las siguientes: (1) las células
DH10B electrocompetentes (Invitrogen) y (2) las células JM 109 competentes por
choque térmico, que vienen adjuntas con el kit del vector de clonaje pGEM-T “Easy
Vector System” (Promega), que hemos utilizado de forma rutinaria en los clonajes de
productos de PCR.

3.3.2. Transformacion de Escherichia coli
La transformacion de E. coli se realizd utilizando dos métodos diferentes: la
electroporacién y el choque térmico, dependiendo de la cepa bacteriana utilizada.

3.3.2.1. Electroporacion

La electroporacion se llevé a cabo en el electroporador GIBCO BRL (Cell
Porator and Voltaje Booster) en cubetas enfriadas en hielo y de acuerdo con las
condiciones del fabricante (330 uF capacitancia, 4000 Q resistencia, 400V, baja Q
impedancia, tasa de carga rapida). Entre unos 0.5 a 3 ul de la reaccién de ligacion se
anadieron a 20 ul de células electrocompetentes (DH10B). Después de la
electroporacion, las células se transfirieron a 0.4 mL de medio SOC (2% bacto-
triptona, 0.5% extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgSQO,, 10 mM
MgCl,, 20 mM glucosa). Se incubaron a 37°C durante 1 hora con una agitacién suave
(80 rpm), para dejar que las células pudieran expresar el gen de resistencia al
antibiotico.

3.3.2.2. Choque térmico

La transformacién de las células competentes JM109 se llevé a cabo mediante
choque térmico: entre 1-3 ul de la reaccion de ligacion se anadié a 50 pl de células
que se incubaron en hielo durante 30 min. El choque térmico se realiz6 a 42°C entre
45-50 s y rapidamente se incub6 2 min mas en hielo. La suspension se transfirié a un
tubo que contenia 950 ul LB (1 % bacto-triptona, 0.5 % extracto de levadura, 0.5 %
NaCl pH 7.0) en un incubador a 37°C durante 1 h a 200 rpm.

Las células transformadas, tanto por electroporacién como por choque térmico,
fueron seleccionadas en placas de LB agar (LB, 1.5 % bacto-agar) complementado
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con el antibidtico correspondiente con el gen de resistencia que contiene el plasmido:
ampicilina (50 yg/mL) o carbemicina (100 pg/mL). Ademas, también se incluyeron X-
Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolil-B-galactosidasa) (0.12 mg/mL) e IPTG (isopropiltio-f-D-
galactosidasa) (40 pg/mL) para la seleccion por a-complementacion. Las placas se
dejaron incubar durante toda la noche a 37°C. Los stocks de glicerol de los
transformantes se realizaron en LB y 50 % glicerol a —=70°C.

3.4. Extraccion del ADN plasmidico

La extraccion del ADN del plasmido se realizé a partir de un cultivo que
provenia de una Unica colonia bacteriana crecida durante toda la noche a 37°C en
agitacion, en medio LB y el antibitico correspondiente. Todas las centrifugaciones se
han llevado a cabo a 4°C.

3.4.1. Minipreparacion

La purificacién del ADN del plasmido de pequenas cantidades se realiz6 con el
kit Qiagen® Miniprep (Qiagen), cuyo protocolo se basa en la lisis alcalina de las
células bacterianas (Birnbom y Doly, 1979) con alguna modificacién, seguida de una
neutralizacion y equilibrado en presencia de altas concentraciones de sales. Las sales
causan la desnaturalizacién de las proteinas y del ADN cromosémico, mientras el
pequenio ADN del plasmido se renaturaliza correctamente y permanece en solucién.
Utilizamos 3 mL de cultivo bacteriano crecido durante la noche, se centrifugé a 3000
rom durante 5 min y el precipitado fue resuspendido con la solucion I. A continuacion,
se anadié la solucion Il (que produce la lisis celular) y se dejé un maximo de 5 min. La
solucion Il neutralizé la lisis y mediante centrifugacion a 3000 rpm precipitaron los
restos celulares. EI ADN del plasmido contenido en el sobrenadante quedé fijado a la
membrana de la columna QIlAprep mediante centrifugacion y finalmente, un volumen

de 50 pl de agua estéril eluyd el ADN plasmidico de las membranas.

3.4.2. Midipreparacion

Las midipreparaciones se realizaron en 50 mL de cultivos crecidos durante toda
la noche. El cultivo se centrifugd a 3000 rpm durante 15 min. El precipitado bacteriano
se resuspendié en 4 mL de la solucién | (5 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100 ug/mL
ARNasa A) y lisado con 5 mL de la solucién Il (SDS 1%, NaOH 0.2 M) durante 5 min.
La lisis se neutralizé con 5 mL de la solucion Il (potasio 3M/acetato 5M pH 5.5, acido
acético 0.11 volumenes) durante 15 min en hielo. Una centrifugacién de 20 min a 4000
rpm precipitd las proteinas. El sobrenadante se filiré con papel Miracloth, se recuper6

27



3. Material y Métodos

y se anadieron 0.6 volumenes de isopropanol durante 1 hora a —20°C (6 15 min a —
80°C) para precipitar el ADN vy finalmente, se centrifugé a 4000 rpm durante 15 min. El
precipitado de ADN se resuspendié con 2 mL de agua estéril y se repartio este
contenido en tubos eppendorf. Afadimos 2 volumenes de etanol 95% para precipitar
de nuevo el ADN, el precipitado se lavé con etanol 70% y se centrifugé a 13000 rpm

durante 5 min. Finalmente, el ADN se resuspendié en 100 ul de agua estéril.

3.4.3. Maxipreparacion

Las maxipreparaciones se realizaron a partir de 1 litro de cultivo bacteriano.
Las bacterias se precipitaron mediante centrifugacion a 6000 rpm durante 30 min. Se
resuspendieron en 60 mL de solucion | (seccién 3.4.2) y se lisaron en 120 mL de la
solucién Il (seccion 3.4.2) durante 5 min. La lisis fue neutralizada con 90 mL de
solucién 1l (seccion 3.4.2) durante 15 min en hielo. Los restos celulares fueron
precipitados a 13000 rpm durante un minimo de 30 min. El sobrenadante se filtr6 con
papel Miracloth y los acidos nucleicos se precipitaron con isopropanol (0.6 volumenes)
durante 1 hora a —20°C y centrifugacion a 13000 rpm durante 1 hora. El precipitado se
resuspendié en 5 mL de agua estéril. Los ARNs son precipitados 30 min en hielo con
una solucién de LiCl 2 M en concentracion final. El sobrenadante se recuperd después
de una centrifugacion a 4000 rpm durante 30 min donde han precipitado los ARNs. Los
acidos desoxirribonucleicos fueron precipitados con 2 volimenes de etanol 95%
durante 15 min a —80°C y centrifugacion a 4000 rpm durante 30 min. El precipitado se

lavé con 3.5 mL de etanol 70% y se resuspendié en 500 ul de agua estéril.

3.5. Extraccion de ADN genémico

La extraccion del ADN gendémico se realizé a partir de material vegetal de
melén, eligiendo hojas tiernas jévenes de todos los individuos con los que trabajamos.
En la extraccidén en tubo eppendorf y en placa se escogio6 la primera hoja verdadera,
mientras que en la extraccion en tubo falcon se escogieron las hojas mas jovenes y
tiernas. La concentracion y la calidad del ADN se comprobé mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 0.8% a 80 V durante 1 hora. EIl ADN de buena
calidad aparece como una banda compacta de alto peso molecular sin restos de
degradacion (Fig. 3.3).
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Fig. 3.3. Gel de agarosa al 0.8 % donde se observa la Unica banda
correspondiente al ADN gendmico después de la mini extraccion (seccidén 2.5.1).
El carril 1 corresponde al marcador de peso molecular ADNA/EcoRI+Hindlll.

3.5.1. Extraccion de ADN genomico en tubo eppendorf (mini extraccién)

La extraccion del ADN en las poblaciones F, y LDHs se realizd en tubo
eppendorf (Doyle y Doyle, 1990) y se realizaron algunas modificaciones sobre el
protocolo para mejorar la calidad del ADN (Garcia-Mas y col., 2000).

Una hoja joven se introdujo en un tubo de 1.9 mL y se triturdé en presencia de
nitrégeno liquido. El material se homogenizé con 500 ul de tampoén de extraccion
(CTAB 2 %, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris pH 8.0, 0.2 % B-mercaptoetanol)
precalentado a 65°C y se incub6 durante 1 hora a esta misma temperatura. El CTAB
(bromuro de hexadecil-trimetil-amonio) causa la precipitacion de proteinas y
polisacéridos, que fueron extraidos con 600 ul de cloroformo-isoamilico (24:1) y una
centrifugacién de 10 min a 13000 rpm. La precipitacion de los &cidos nucleicos se
realizé con 350 pl de isopropanol frio y una posterior centrifugacion de 5 min a 10.000
rom. EI ADN precipitado se lavd con 500 ul de tampdn de lavado (etanol 76%, acetato
amonico 10 mM) y se dejé reposar un minimo de 20 min a —20°C. Tras una
centrifugacion a 10.000 rpm durante 5 min el precipitado de ADN se dejé secar un
minimo de 30 min y finalmente, el ADN se resuspendié en 50 ul de TE 10.1 (Tris-HCI
10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM) o en agua estéril. Este tipo de extraccién proporciona la
cantidad de ADN necesaria para realizar de 50 a 100 amplificaciones de PCR.

3.5.2. Extraccion en placa de 96 pocillos

Este método rapido de extraccibn permite realizar un gran numero de
extracciones en poco tiempo, aproximadamente 8 placas de 96 pocillos por dia y
persona. Por este motivo fue utilizado en la poblacion BC1 de 2727 individuos que
requeria ser cribada rapidamente con los marcadores moleculares flanqueantes.

La extraccién del ADN gendmico se realizé en placa de 96 pocillos (Costar,
Corning, NY, USA) de 2 mL cada uno que contenia 3 bolas de vidrio de 3 mm de
diametro (PolyLabo, Strasbourg, Francia). En cada pocillo se deposité una hoja joven
0 un trocito de 1 cm?, y las muestras fueron liofilizadas siguiendo un programa de 21
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horas (6 horas a —34°C, 5 horas a —17°C, 4 horas a 0°C, 3 horas a 12°C y 2 horas a
25°C con 0.5°C/min de velocidad de cambio entre cada paso). Las placas fueron
selladas con una hoja de aluminio Easy-Abgene (Abgene, Epsom, UK) y las hojas
liofilizadas fueron trituradas gracias a la agitacion de las bolas durante 6 min en un
agitador.

En cada muestra triturada se afiadié6 600 ul de tampén 1 (0.5 M NaCl, 0.1 M
Tris pH 8.0, 50 mM EDTA, 20 mM metabisulfito de sodio). Se incubaron una hora a
95°C en el bafio maria y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Se centrifugaron
durante 30 min a 4000 rpm y se recuperaron 300 ul de sobrenadante en una nueva
placa de 96 pocillos de 650 ul cada uno (ABgene, Epsom, UK). EI ADN se precipitd
con 250 ul de isopropanol y 40 ul de acetato de amonio 10 M durante 30 min y a
continuacion, mediante una centrifugacion a 3500 rpm durante 30 min. El
sobrenadante fue decantado mediante inversion de la placa y el precipitado se lavo
con 400 ul de etanol 70%, se centrifugd 10 min a 4000 rpm y se dej6é secar a 60°C
unos 15 min o hasta que el etanol se evaporé totalmente. El precipitado se
resuspendié en 100 ul TE 10.1 pH 8.0 y se traté con ARNasa A (100 ug/mL) durante 1

hora a 37°C en agitacion suave.

3.5.3. Extraccion de tubo de 50 mL

La extraccién en tubos falcon de 50 mL se limitd a aquellas lineas que fueron
identificadas como plantas recombinantes entre los marcadores flanqueantes al gen
nsv'y por lo tanto, interesaba tener mayor cantidad de ADN. Esta extraccion permite
obtener mayor cantidad de ADN que las realizadas en tubos eppendorf o en placa, ya
que inicialmente se parte de mayor cantidad de material vegetal.

Se recogieron de 3 a 4 gramos de tejido joven en tubos de 50 mL y se mantuvo
congelado a —80°C hasta su utilizacién. Se tritur6 en presencia de N, liquido y se
anadié 7.5 mL de tampdn de extraccién (CTAB 2 %, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA,
100mM Tris pH 8, 0.2 % P-mercaptoetanol) por cada gramo de tejido utilizado. Los
tubos se incubaron al bafio maria a 65°C durante 30 min, agitandolos cada 5 min para
homogenizar bien la mezcla. A continuacion, se anadi6 entre 0.75-1 volumenes de
cloroformo-isoamilico (24:1) y mezclamos invirtiendo los tubos hasta conseguir una
mezcla homogénea. Se centrifugd durante 20 min a temperatura ambiente. Si la fase
acuosa era limpia se transferia a un tubo nuevo. Si en cambio, la fase era turbia se
podia repetir la extraccion con cloroformo-isoamilico. Anadimos 2/3 del volumen de
isopropanol frio (-20°C) al tubo que contenia la fase acuosa limpia, evitando que se

mezclaran las dos fases. Se dej6 reposar unos minutos y a continuaciéon, se mezclaron
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suavemente invirtiendo los tubos hasta que se observo el ADN precipitado. Se puede
dejar hasta un méaximo de 2 horas para aumentar la cantidad de ADN precipitado. Este
fue recuperado con ayuda de una pipeta Pasteur con la punta doblada y sellada por
calor, y se transfirié a un tubo de 10 mL que contenian tampon de lavado (76% etanol,
acetato amonico 10 mM). Se dejé reposar un minimo de 2 horas o durante toda la
noche a 4°C. A continuacién, se centrifugd a 2000 rpm durante 5 min, se elimin6 el
sobrenadante y se dejé secar el precipitado invirtiendo los tubos sobre papel
absorbente durante 30-45 min. EI ADN se resuspendié en TE 10.1 pH 8.0 en un
volumen entre 0.5-2 mL, dependiendo del volumen del precipitado.

3.6. Extraccion del ARN

3.6.1. Extraccion del ARN total

Aproximadamente 1 gramo de hojas frescas fueron recolectadas y congeladas
en presencia de N, liquido. El tejido fue molido en un mortero hasta obtener un polvo
fino que fue transferido a tubos falcon de 50 mL que contenian 20 mL de tampdn de
homogenizacién (0.1 M NaCl, 2% SDS, 50 mM Tris-HCI pH 9.0, 10 mM EDTA pH 8.0).
La mezcla fue extraida dos veces con 20 mL de fenol/cloroformo (50:50) y una vez con
cloroformo. Los pasos de centrifugaciones entre extracciones se realizaron a 4000 rpm
durante 10 min. Los &cidos nucléicos recuperados en la fase acuosa se precipitaron
durante toda la noche con 2.5 volimenes de etanol y 0.1 volumenes de acetato de
sodio 3 M pH 5.2 a —20°C. A dia siguiente, los acidos nucléicos se recuperaron con
una centrifugacién de 15 min a 4000 rpm. El precipitado se dejé secar en hielo, se
resuspendié con agua desionizada libre de ribonucleasas en un volumen variable
(entre 0.3 — 1 mL dependiendo del precipitado) durante 1 h en hielo, y fue transferido a
un tubo eppendorf. EI ARN se precipitd en presencia de LiCl 2 M de concentracion
final en hielo durante al menos 2 horas (normalmente toda la noche). Centrifugamos
durante 30 min a 14.000 rpm y el precipitado fue resuspendido en el minimo volumen
posible. El ARN total fue cuantificado en el espectrofotémetro y en geles de agarosa al
1 %.

3.6.2. Purificacion del ARN poliA*

La purificacion a gran escala del ARN poliA* a partir del ARN total (1-5 mg de
ARN total) se realiz6 con el kit PolyAtract® mRNA Isolation Systems (Promega),
siguiendo las indicaciones del fabricante. Este sistema utiliza la tecnologia de las
particulas magnéticas Promega MagneSphere® que permite una purificacion del

mARN sin contaminaciones con otros acidos nucléicos. El sistema utiliza un cebador

31



3. Material y Métodos

oligo(T) biotinilado para hibridar con mucha eficacia en una solucién con la regién 3’
poli(A), presente en la mayoria de los ARNm eucariéticos maduros. Los hibridos son
capturados y lavados con astringencia alta usando estreptavidina acoplada a
particulas paramagnéticas, que permiten la separacién magnética de los ARNm. Este
se resuspendid anadiendo simplemente 30 ul agua desionizada libre de ribonucleasas
y fue cuantificado en el espectrofotdmetro.

3.7. Electroforesis del ADN

3.7.1. Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de PCR o el ADN genomico se separaron mediante
electroforesis horizontal en cubetas a 5 V/cm. Los geles contenian entre 0.8 y 2.5 %
de agarosa (tipo low EEO de Pronadisa) dependiendo del tamario de los fragmentos a
separar, TBE 1x (TBE 10x: Tris-borato 0.9 M, EDTA 20 mM) o NEB 0.25x (NEB 10x:
Tris 1 M, EDTA 10 mM, NaAc 0.12 M) y 0.1 pyg/mL de bromuro de etidio. Para la
resolucién de fragmentos de bajo peso molecular (menores de 200 bp) se utilizé geles
de 3-4 % mezclando esta agarosa con la agarosa Nusieve GTG en una proporcién 1:1.
El tampon de electroforesis fue TBE 1x o NEB 0.25x dependiendo del tamp6n utilizado
en la preparacién del gel. Las bandas se visualizaron utilizando un transiluminador de
luz UV.

Para la separacion de ADN de alto peso molecular se utilizé la electroforesis en
campo pulsante (PFGE) con el sistema CHEF-DR Il (BioRad). Los fragmentos de ADN
en el sistema CHEF (Contour clamped Homogenueous Electric Fields) estan
sometidos a campos eléctricos alternados donde el angulo entre los dos campos es de
120°. El principio de separacion esta basado en la velocidad diferencial de
reorientacion de las moléculas en el momento de la alternancia de los dos campos
eléctricos. Esta velocidad de reorientacion es proporcional al tamafo de las moléculas
de ADN. Las condiciones de electroforesis para visualizar fragmentos de alto peso
molecular en un gel de agarosa al 1% fueron tampén TBE 0.5x, 12°C, 120° de angulo,
voltaje de 6 V/cm, 0.8 s de tiempo inicial del pulso, 25 s de tiempo final del pulso
durante 14 h. EI ADN fue tefido con bromuro de etidio, destefiido con agua durante 30
min y fotografiado. El tamafo de las bandas fue comparado con el marcador de peso
molecular Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs, Inc).
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3.7.2. Geles desnaturalizantes de acrilamida

La electroforesis vertical en geles desnaturalizantes de acrilamida fue utilizada
en la separaciéon de los fragmentos de los marcadores AFLP CTA/AGC-115 y
ACC/ACC-110 y del marcador SSR 5A6U-SSR.

Una vez finalizada la reaccion de PCR correspondiente al AFLP o SSR, se
anadié en cada muestra 10 ul del tampoén de carga (95% de formamida desionizada,
EDTA 10 mM pH 8.0, 0.01 % xilencianol, 0.01 % azul de bromofenol) y fueron
desnaturalizadas durante 10 min a 100°C. Se cargaron 4 ul de los productos de
amplificacién en el gel desnaturalizante de acrilamida. El contenido de acrilamida
utilizado es variable: un 4.5 % de acrilamida en los AFLPs y un 6 % en los SSRs. Asi
pues, el gel contenia: la acrilamida correspondiente (19:1 acrilamida/bisacrilamida),
tampén TBE 1x, urea 7.5 M, 0.05% APS (persulfato de amonio) y 0.1 % TEMED
(N,N,N’,N’-Tetramethylenediamina). Antes de cargar las muestras, el gel polimerizado
fue precalentado hasta alcanzar la temperatura de 50°C . La electroforesis tuvo lugar a
una intensidad constante: para los AFLPs fue a 100 W durante 90 min y para los SSRs
fue a 60 W durante 2-3h.

3.8. Reaccion en cadena de la polimerasa o PCR

3.8.1. Disefio de cebadores
El disefio de los cebadores se realiz6 de forma rutinaria con el programa
Primer3: http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi.

3.8.2. Reaccion de amplificacion de PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR (“Polymerase Chain Reaction”)
utiliz6 de forma estandar entre 10-50 ng de ADN como molde, tampé6n Lab 1x (MgCls
1.5 mM, KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.3, gelatina 0.001 %), 0.4 pM de cada
cebador, 0.4 mM de cada uno de los nucleétidos, entre 1.5 mM a 3.5 mM MgCl, segln
la optimizacién de la amplificacién y 2 U de DNA polimerasa AmpliTaq (Perkin-Elmer)
o Pfu (Stratagene). El volumen de la reaccién varié entre 25-50 pl. Los termocicladores
utilizados fueron los modelos PE9600 y PE9700 (Pelkin-Elmer). Las condiciones de
amplificacién se tuvieron que optimizar para cada muestra de ADN, los cebadores y la
longitud del fragmento que se deseaba amplificar. Las condiciones estandar fueron: un
ciclo inicial de desnaturalizacién de 2 min a 94°C seguido de 35 ciclos de 20 s a 94°C,
20 s X°C y Z segundos a 72°C. Una extension final de 5 min a 72°C se incluye para
permitir la total extension de los fragmentos. La temperatura de hibridacion (X°C)
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depende de la temperatura del punto de fusion (Tm) de los cebadores utilizados y el
tiempo de elongacién (Z) depende del tamafo estimado del producto de PCR
(aproximadamente 40-60 s por cada Kb de ADN). Las condiciones de amplificacion
especificas para cada par de cebadores utilizados en este trabajo se especifican en
los apéndices Ay B.

3.8.3. PCR inversa o iPCR

La PCR inversa se utilizé para clonar secuencias flanqueantes a una regién de
interés, y asi aumentar el tamano del fragmento original. Un ejemplo concreto fue su
utilizacién para clonar las regiones flanqueantes del marcador AFLP CTA/ACG-115y
aumentar su tamafo original de 115 pb a un fragmento de 439 pb (seccion 5.2.1.1). Al
aumentar el tamano del fragmento, la probabilidad de encontrar un polimorfismo
aumenta, siendo en este caso nuestro objetivo, que nos permitira cartografiar este
marcador en la poblacion Fo.

Para llevar a cabo la iPCR, el ADN de melon (3 pg) fue digerido con 20
unidades de un enzima de restriccién, en un volumen final de 60 pl, durante toda la
noche a la temperatura especifica para cada enzima. Los enzimas usados
rutinariamente fueron Alul, Dral, EcoRI, Hindlll, Mval, Rsal, Taql y Xhol. EI ADN
digerido fue extraido con fenol/cloroformo-isoamilico (25:24:1) seguido de otra
extracciéon con cloroformo-isoamilico (24:1) y precipitado con 2 volimenes de etanol y
1/10 volumen de acetato de sodio 3 M pH 4.8. El precipitado fue lavado con etanol 70
% y resuspendido en 80 ul de agua destilada.

La mitad del ADN digerido (40 pl) se utilizd para su autoligacion con 5 U de T4
ADN ligasa y el tamp6n que contenia: 66 mM Tris-HCI, 5 mM MgCl,, 1 mM DTE y 1
mM ATP pH 7.5, en un volumen total de 400 pl. La ligacién se realiz6 a 12°C durante
toda la noche. La ligasa se inactivé a 65°C durante 15 min. A continuacion, se realizé
una extraccién con fenol/cloroformo-isoamilico, otra con cloroformo-isoamilico y
precipitaciéon con etanol y acetato de sodio, tal y como se describe en el parrafo
anterior. El precipitado se resuspendié en 40 ul de agua destilada y se utilizd 1 pl
(aprox. 40 ng) en reacciones de PCR de 50 ul con cebadores especificos. El producto
de PCR fue clonado en el vector pGEM-T y secuenciado en el secuenciador
automatico ABI PRISM 377, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las secuencias
fueron analizadas con el software apropiado, se reordenaron gracias a la diana de
restriccién del enzima utilizado en cada caso y asi se obtuvieron las secuencias que

flanqueaban una region de intereés.
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3.8.4. PCR especifica de alelo

La PCR especifica de alelo es un método no radiactivo que permite estudiar la
heredabilidad de alelos en una poblacién segregante. Este tipo de PCR permite
amplificar especificamente uno de los dos alelos de un determinado locus. En nuestro
caso, desarrollamos marcadores especificos de alelos, denominados ns1 y ns2, que
fueron desarrollados a partir de los marcadores CAPS M29 y 5A6sp6, respectivamente
(seccion 6.2.1). Para ello, fue necesario disefiar cebadores alelo especificos (de unos
22 nucleétidos) en una region de la secuencia del marcador que presentaba una
mutacion puntual entre el genotipo resistente (Pl) y susceptible (Ved) de la poblacion
BC1, de manera que se amplificara especificamente uno de los dos genotipos, en
nuestro caso el susceptible. La mutaciéon fue incorporada en el extremo 3’ de este
cebador y su secuencia era complementaria a la secuencia de Ved. De esta manera,
se obtuvieron los marcadores especificos de alelo que fueron utilizados para genotipar
la poblacion BC1. El disefio de estos cebadores y sus secuencias se detallan en el
apéndice A.5.1 y las condiciones de PCR de estos en el apéndice A.5.2.

3.9. Secuenciacion automatica del ADN

3.9.1. Reaccion de PCR de secuencia

La secuenciacion de los productos de PCR clonados o de los productos de
PCR directamente, se realiz6 en un secuenciador automatico ABI PRISM 377. La
reaccion de secuencia estandar que utilizamos de volumen final 10 ul contenia: 2 pl de
Big Dye™ Terminator Cycle DNA Sequencing Kit 1.1 (Applied Biosystems), 3.2 pmol
del cebador M13Forward (F) o M13Reverse (R) (TIB Molbiol) o del cebador especifico,
tampén Rxn 0.5x (40 mM Tris-HCI pH 9.0, 1 mM MgCl,), de 20-100 ng ADN (para
productos de PCR de tamafo entre 500-2000 pb) o de 200-500 ng de ADN (para
productos de PCR clonados en vector). El termociclador PE 9700 (Pelkin-Elmer) fue
utilizado para las reacciones de PCR de secuencia y las condiciones fueron: 25 ciclos
de 96°C 10 s, 50°C 5 s y 60°C 4 min.

3.9.2. Precipitacion de las reacciones de secuencia en placa

Una vez finalizada la reaccion de secuencia de PCR se realiz6 la precipitacion
de la reaccion en la misma placa de PCR. A los 10 yL de la reaccién de secuencia se
anadieron 10 yL de agua y a continuacion, 2 yL de EDTA 125 mM, 2 pyL de AcNa 3 M
pH 4.6 y 50 pyL de etanol absoluto. Se mezcld bien utilizando un vortex y se dej6
reposar un minimo 15 min. La precipitacion del ADN fue seguida con una
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centrifugacion a 3000 rpm durante 45 min a 4°C. Seguidamente, la placa se invirtié
sobre papel secante para eliminar el sobrenadante, se centrifugé a 1000 rpm unos
segundos mas y de nuevo la placa se invirtid6 para eliminar todo el volumen posible. A
continuacion, se lavé el precipitado con 70 yL de etanol 70% invirtiendo la placa
cerrada un par de veces y se centrifugé a 3000 rpm 15 min a 4°C. Inmediatamente, la
placa se invirti6 sobre papel secante y se centrifugd de nuevo unos segundos para
eliminar el exceso de volumen. Las muestras se guardaron a 4°C o —20°C sin luz hasta
el momento de separarlas en gel. El servicio de secuenciacion del que dispone el
laboratorio se encarga de resuspender las muestras precipitadas con 3 pL de tampdn
de carga 377 (500 uL formamida, 100 yL de Loading Buffer (Applied Biosystems)), de
desnaturalizarlas 2 min a 94°C y por ultimo, de depositar un volumen de 1.5 pl de las
muestras en un gel de acrilamida al 5%.

3.10. Manipulacién del ARN

3.10.1. Sintesis del ADNc

La sintesis de ADNc de secuencia completa se realizé a partir de ARNpoliA+
purificado (seccion 3.6.2) (Clepet y col., 2004). Los ARNs son defosforilados con
fosfatasa alcalina, la estructura cap del extremo 5 (m’G°pppNp) es eliminada con la
pirofosfatasa acida del tabaco y en este extremo se liga un adaptador de ADN, gracias
a la T4 ADN ligasa. Este enzima puede catalizar la unién de oligonucleotidos de ADN
(el adaptador de ADN de estructura de doble cadena) con fragmentos de ARN y es
mas eficaz que la T4 ARN ligasa, utilizada habitualmente por otros autores (Sekine y
Kato, 1993; Maruyama y Sugano, 1994). Este complejo ARN-adaptador, puede ser
transcrito por la transcriptasa reversa y un cebador oligo(dT) y este producto fue
utilizado para los experimentos de RACE-PCR (“Rapid Amplification of the cDNA
Ends”) (Fig. 3.4).
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Asi pues, dos microgramos de ARN poliA+ purificado se trataron con 2 U de
fosfatasa alcalina (Roche) en 20 ul de tampoén que contenia 50 mM Tris-HCI pH 8.5, 5
mM MgCl, y 40 U de inhibidor de ribonucleasa (Rnasin, Promega) durante 1 hora a
37°C. La reaccién fue calentada a 65°C durante 10 min y se anadié H,O hasta un
volumen de 100 pul. A continuacién, se realiz6 una extraccion con fenol:cloroformo y
una precipitacién con 300 mM de acetato de sodio, 20 ug de glicbgeno y 2 volumenes
de etanol absoluto durante 20 min a —20°C. Se centrifugé a 14000 rpm 20 min y el
precipitado fue lavado con 200 pl de etanol 75%. Se dej6 secar al aire durante 5 min. A
continuacion, el ARN fue digerido con 2 U de pirofosfatasa acida de tabaco (Epicentre)
durante 1 hora a 37°C en 20 ul con el tampdn correspondiente y 40 U de Rnasin. La
reaccion fue completada hasta 100 pl de H,O, después se realizd una extraccién de
fenol:cloroformo, precipitacion con etanol y lavado con etanol 75 % y secado, tal como
se ha descrito en el parrafo anterior.

El siguiente paso fue la ligacion con el adaptador en el extremo 5’ (adaptador
de la regién cap). Este adaptador fue preparado mezclando 40 uM de ambos
nucleotidos Pl y P2 (secuencia detallada en el apéndice B.4) en un tampdn que
contenia 10 mM NaCl y 10 mM Tris-HCI pH 7.5, calentado a 70°C en un bafno de agua,
y dejando enfriar a temperatura ambiente para conseguir la hibridacion. El adaptador
fue dispensado en pequenas alicuotas y mantenido a —20°C.

El precipitado del ARN, al que se le ha eliminado la estructura cap 5, se
resuspendié en 6.5 ul de H,O, fue calentado a 65°C, equilibrado a 25°C y mezclado en
un volumen final de 10 ul con 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCl,, 10 mM ditriotreitol
(DTT), 1 mM ATP, 25 ug/mL de albumina de suero bovino (BSA), 5 % polietilenglicol
8000, 20 U de Rnasin, 4 uM de cadena doble del adaptador cap y 1000 U T4 DNA
ligasa de alta concentracion (New England Biolabs). La reaccién se incub6 3 horas a
25°C y a continuacién se completd hasta un volumen de 100 pl. Se hizo una extraccion
con fenol:cloroformo y se precipité con 300 mM de acetato de sodio, 2 volumenes de
etanol y 20 pg de glicbgeno durante toda la noche a —20°C. El precipitado fue lavado
en etanol 75% y secado al aire durante 5 min.

A continuacion, se llevd a cabo la reaccion de la transcriptasa reversa (RT-
PCR): el ARN fue resuspendido con 8 ul de H,O, mezclado con 50 pmoles del cebador
P3, que presenta una estructura que permite su unién a la cola de poliadenilacion
(apéndice B.4) y 10 nmoles de cada dNTPs en un volumen final de 12 pl, y calentado
a 65°C 5 min. La solucién fue equilibrada a 48°C y completada con 40 U de RNasin, 10
mm DTT, 50 mM Tris-HCI pH 8.3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl, y 200 U de la transcriptasa
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reversa M-MLV Superscript lll (Invitrogen) en un volumen final de 20 pl. La reaccion se
llevd a cabo durante 50 min a 48°C y fue desactivada por calor a 70°C 15 min. El
ADNCc obtenido se mantuvo a —20°C hasta su utilizacién.

3.10.2. Amplificacion de los extremos del ADNc mediante RACE-PCR

La amplificacién de los extremos del ADNc se realizé mediante RACE-PCR. La
reaccion de PCR se amplificé en un volumen final de 20 ul con 0.4 uM de cada
cebador, 200 uM de cada dNTP, 1.5 U AmpliTag Gold (Roche), tampén 1x (15 mM
Tris-HCI pH 8.0, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl,). Los cebadores utilizados en el extremo 3’
fueron P3-PCR/GSP2rev y P3-PCR/GSP5rev. Los cebadores del extremo 5’ fueron
P1-PCR/GSPé6for. El producto de PCR obtenido con estos dos cebadores se diluy6é 50
veces y se utilizé para amplificar con los cebadores P1-PCR/GSP5for. Las secuencias
de los cebadores utilizados en esta reaccién se detallan en el apéndice B.4 y B.5. Las
condiciones de PCR de estos pares de cebadores se detallan en el apéndice B.6.

3.10.3. Analisis por Northern

3.10.3.1. Electroforesis del ARN en geles desnaturalizantes de formaldehido

Antes de empezar a trabajar con el ARN, se limpiaron todos los utensilios con
NaOH 0.5 M para evitar la degradacion del ARN por ribonucleasas.

El ARN se mezcld con 3 volumenes de tampdn de carga (1 mL formamida, 0.35
mL de formaldehido 37%, 0.1 mL tampén MOPS/EDTA 10x (50 mM acetato de sodio,
0.2 M MOPS pH 7.0 y 10 mM EDTA) y 3.5 mg azul de bromofenol) y se incubaron
durante 10 min a 70°C. Las muestras se cargaron en un gel 1% de agarosa que
contenia 1.9 % formaldehido y MOPS/EDTA 1x. El gel se corrié a un voltaje de 5 V/cm
en tampén MOPS/EDTA 1x.

3.10.3.2. Transferencia del ARN a un soporte sélido

A continuacion, el ARN se transfiri6 a una membrana de nylon Hybond-N+
(Amersham) por capilaridad durante toda la noche con 20x SSC (3 M NaCl, 0.5 M
citrato de sodio pH 7.0) como tampén de transferencia. Después de la transferencia, la
membrana fue lavada con 2x SSC y el ARN se fij6 con radiacion UV usando un
Stratalinker 2400 (Stratagene).

3.10.3.3. Hibridacion y lavados
La prehibridacion, hibridacion y los lavados se realizaron en tubos de vidrio en
un horno comercial de hibridacion (Techne). Los filtros se prehibridaron 2 horas antes
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de la hibridacién, que se realiz6 durante la noche, con la sonda radioactiva en una
solucién que contenia 50 % formamida, 4x SSC, 5x Denhardts (50x Denhardts: 1%
ficoll (400), 1 % PVP (360), 1 % BSA, 5% sulfato de dextrano, 0.5 % SDS) y 0.1
mg/mL ADN esperma de salmén. El marcaje de la sonda se realizd mediante la
incorporacién al azar (“random priming”) de nucleétidos radioactivos (aP**-dCTP). La
temperatura de hibridacion fue de 42°C. Los filtros se lavaron dos veces en 2x SSC,
0.1% SDS a 42°C, una vez en 0.5x SSC, 0.1 % SDS a 55°C y tres en 0.2x SSC, 0.1 %
SDS a 65°C, 10 min por cada lavado. Las membranas se cubrieron con un plastico y
se expusieron en un film fotografico o en una placa de “phosphoimager”.

3.11. Marcadores moleculares

En este trabajo hemos utilizado diferentes tipos de marcadores moleculares
que han sido usados para buscar marcadores ligados al gen nsv y para saturar de
marcadores esta regién del genoma. A continuacion, se describen estos tipos de

marcadores moleculares.

3.11.1. RAPDs (“Random Amplified Polymorphic DNA”)

Los marcadores RAPD se obtienen mediante amplificaciéon por PCR del ADN
genomico usando un unico cebador, normalmente de 10 nucle6tidos. Esta técnica
permite amplificar de manera aleatoria el genoma de un individuo en aquellas zonas
en las que los cebadores hibridan con el ADN molde en ambas cadenas y en
direcciones opuestas. La amplificacion se producira si los cebadores estan situados
entre si a una distancia corta, entre 200 y 2000 pb, el rango de tamarnos amplificables
por la Taq polimerasa.

Las reacciones RAPD se realizaron segun el método descrito original (Williams
y col., 1990) pero con algunas modificaciones. El volumen final de la reaccién de PCR
de 25 pl contenia: tampén Lab 1x (tampdn Lab 10x: KCI 500 mM, Tris-HCI 100 mM pH
8.3, MgCl, 15 mM, gelatina 0.01 %), 0.44 mM de MgCl,, 0.1 mM de cada uno de los
nucleétidos, 20 ng de cebador decamero, 1 U de AmpliTaq polimerasa y 10-20 ng de
ADN molde. La concentracién final del MgCl, es de 1.94 mM. Un total de 168
cebadores RAPD que pertenecian a las series Operon A, B, C, D, E, F, J, T, U, Xy Z
(Operon Technologies, Inc., Alameda, California) se probaron en las mezclas de ADN
del BSA (“Bulked Segregant Analysis” seccién 3.12).

El programa de amplificacion utilizado consisti6 en una etapa inicial de
desnaturalizaciéon del ADN a 94°C durante 1 min, seguida de 45 ciclos de 10 s a 94°C,
10 s a 35°C de unién del cebador con el ADN y 1 min a 72°C de elongacion, seguido
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de una extension final de 72°C durante 2 min, para acabar de sintetizar los productos
de amplificacién. Los fragmentos amplificados fueron separados mediante
electroforesis horizontal, en gel de agarosa al 2.5 % en tampdén NEB 0.25x a 120 V
durante 3 horas, y posteriormente visualizados con un transiluminador UV. El ADN de
A digerido con los enzimas de restriccion EcoRl y Hindlll fue utilizado como marcador
de peso molecular.

Aquellas combinaciones de cebadores que presentaron polimorfismos entre las
dos mezclas de ADN, se repitieron 2 veces y sélo las combinaciones reproducibles se
probaron en las lineas diploides individuales y en los padres para confirmar que
estaban ligados al gen. La nomenclatura utilizada para los marcadores RAPD consiste
en las letras OP (por Operon Technologies) seguidas por la referencia del cebador y el
tamano de la banda en kilobases (ejemplo: el marcador OPX15-1.06 se describe como
el marcador de serie X, cebador 15 que amplificada una banda de 1.06 Kb).

3.11.2. AFLPs (“Amplified Fragment Length Polymorphisms”)

Los AFLPs se desarrollaron a mediados de la década de los noventa (Vos y
col., 1995) y se basan en la combinacion de dos técnicas usadas para la generacion
de marcadores moleculares: la digestion con enzimas de restriccion y la amplificacién
por PCR. Los AFLPs consisten en la amplificacion via PCR de fragmentos de ADN
previamente digeridos por dos enzimas de restriccion y ligados a los adaptadores
especificos a los enzimas utilizados. Dos cebadores complementarios a los
adaptadores permitiran una amplificacion consistente sin necesidad de un
conocimiento previo de secuencias del genoma. Para visualizar los fragmentos de
forma individualizada, se realiza la amplificacion de una parte de estos fragmentos,
utilizando cebadores a los que se les ha anadido en el extremo 3’ una o mas bases al
azar (llamadas bases selectivas) que reducen a la cuarta parte el numero de
fragmentos amplificados por base selectiva anadida. Asi, una combinacién de
cebadores con tres bases selectivas en cada cebador, amplificaria 1/4096 fragmentos
totales. En genomas vegetales pequenos, como el del melén, se obtiene una
amplificacién de 30-60 fragmentos por combinacion de cebadores que pueden
visualizarse e interpretarse usando geles de secuenciacion o secuenciadores
automaticos.

Los AFLPs son marcadores dominantes y se interpretan como
ausencia/presencia de banda o pico amplificado. Esta técnica proporciona un elevado
nuamero de polimorfismos reproducibles en relativamente poco tiempo y en nuestro

caso fue utilizada para obtener marcadores moleculares ligados al gen nsv.
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Inicialmente, los marcadores AFLPs se realizaron sobre las mezclas de ADN
de los “bulks” de ADN, y una vez identificadas las combinaciones que presentaban
polimorfismos, tras dos repeticiones, se amplificaron sobre las lineas individuales y
sobre las lineas parentales para confirmar que el marcador estaba ligado al gen nsv.
Los AFLPs fueron anotados haciendo referencia a las 3 bases selectivas de los
cebadores Msel/EcoRIl y un guién seguido del tamano del fragmento en pares de
bases, por ejemplo CTA/ACG-115. A continuacién, se describen las cuatro etapas
principales del proceso de obtencion de los marcadores AFLP.

3.11.2.1. Digestion del ADN

El ADN gendmico (500 ng) se digiri6 con dos enzimas de restriccion: uno de
corte frecuente, Msel (diana de restriccion: TLTAA) y otro de corte menos frecuente,
EcoRl (diana de restriccion: GLAATTC). El volumen final de la digestion de 35 pl
contenia: 8 U de Msel, 12 U de EcoRI, tamp6n 1x RL (Tris-acetato 10 mM pH 7.5,
acetato de magnesio 10 mM, acetato de potasio 50 mM, DTT 5 mM). Se dejé incubar 3
horas a 37°C.

3.11.2.2. Ligacion de adaptadores especificos

Una vez digerido el ADN, éste se liga a unos adaptadores especificos a los
sitios creados por los enzimas de restriccién. La estructura y la secuencia de los
adaptadores habitualmente utilizados se detalla en el apéndice A.1.1. A los 35 ul de la
digestion se les anadio 5 pl de una solucién que contenia: 5 pmol del adaptador EcoRl,
50 pmol del adaptador Msel, 1.6 mM ATP, 1.4 U de T4 ADN ligasa y tampén 1x RL. Se
dejo incubar 3 h mas a 37°C y una vez finalizada la ligacion se diluyé hasta un
volumen final de 200 pl. Este producto se guardd a —20°C hasta su posterior utilizacién

en la amplificacion preselectiva.

3.11.2.3. Amplificacion del ADN

Los cebadores que se utilizaron en la amplificacion de los fragmentos digeridos
y ligados son de secuencia complementaria a la de los dos adaptadores. La
amplificacién se realiz6 en dos etapas: primero se realizé la amplificacion preselectiva

seguida de la amplificacion selectiva.

3.11.2.3.1 Ampilificacion preselectiva
En este paso se lleva a cabo la primera seleccion del total de los fragmentos
generados tras la digestion y la ligacién de los adaptadores. En nuestro caso, se
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utilizaron cebadores con un nucleétido selectivo en la posicion 3’ (cebadores +1),
citosina y adenina en el cebador complementario al adaptador Msel y adenina al de
EcoRI (apéndice A.1.2.). El volumen final de la reaccién fue de 20 ul que contenia: 30
ng de cada cebador, 0.2 mM de cada uno de los nucleétidos, 2.5 mM MgCl,
concentracion final, 0.45 U de Taq polimerasa en tampon de Lab 1x y 5 ul de la
reaccion de ligacion diluida. La amplificacion se realizé6 en un termociclador Perkin
Elmer 9700 y el programa utilizado fue el siguiente: 1 min inicial de desnaturalizacién a
94°C, seguido de 28 ciclos de 30 s a 94°C, 1 min de hibridacién a 60°C y 1 min de
extension a 72°C, con una extension final de 5 min a 72°C.

Para verificar que la amplificacién ha sido correcta se pueden separar 3 ul del
producto de PCR en un gel de agarosa al 1 %, 0.25x NEB durante 15-30 min a 80 V.
La posterior tincion con bromuro de etidio nos mostré una zona difusa de bandas de
tamano proximo a los 500 pb (Fig. 3.5). En funcion de la intensidad de la amplificacién

observada, el producto se diluye entre 10 y 15 veces con H,0 estéril.

o ' — «— 500 pb

Fig. 3.5. Gel de agarosa al 1% donde se observa la amplificacion de la
reaccion preselectiva de los AFLPs con fragmentos de unos 500 pb de
promedio en 13 muestras de meldn.

3.11.2.3.2. Marcaje de los cebadores

Uno de los cebadores, generalmente el EcoRI+3, estd marcado con el fin de
detectar el producto amplificado. El marcaje puede ser radiactivo o no radiactivo en
funcion del método de deteccion utilizado. En nuestro caso, utilizamos el marcaje no
radiactivo para la identificacion inicial de los polimorfismos en los “bulks” de ADN con
todas las combinaciones de cebadores y en las lineas individuales para las
combinaciones polimoérficas. Los cebadores EcoRI+3 fueron marcados con los
fluorocromos: FAM (que emite en la longitud de onda del azul), JOE (verde), NEB
(amarillo) (Perkin Elmer-Applied Biosystem). En cambio, el marcaje radiactivo fue
unicamente utilizado para clonar la banda polimérfica de la combinacion de cebadores
correspondiente. El cebador fue marcado utilizando el método de marcaje terminal con
T4 protein quinasa con nucleétidos radiactivos (yP*-dATP) (Sambrook y col., 1989).
La reaccién de marcaje se mantuvo durante 45 min a 37°C, la reaccion se inactivo a
90°C durante 3 min y se guardd a —20°C hasta su utilizacion.
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3.11.2.3.3. Amplificacion selectiva

La segunda ronda de amplificacion utiliza los mismos cebadores que para la
amplificacién preselectiva, pero con dos nucle6tidos selectivos mas en el extremo 3’
(denominados cebadores +3). Un total de 184 combinaciones de cebadores AFLPs
fueron utilizadas con 23 cebadores selectivos Msel+3 y 8 EcoRI+3. La secuencia de
los mismos se detalla en el apéndice A.1.2. La amplificacion se llevd a cabo con 2.5 ul
del producto de la amplificacion preselectiva diluida, tampén Lab 1x, 2.5 mM
concentracién final de MgCl,, 0.225 U de AmpliTaq polimerasa, 0.1 mM de cada
nucleétido, 15 ng del cebador Msel+3, 2.5 ng del cebador EcoRI+3. El volumen final
de la reaccion es de 10 pl.

Las condiciones de PCR fueron 32 ciclos con: 1 ciclo inicial de 2 min a 94°C, 30
s a 65°C y 2 min a 72°C, seguido de 8 ciclos de 1 min a 94°C, 30 s de hibridacion a
64°C que disminuye 1°C en cada uno de los siguientes ciclos restantes hasta llegar a
57°C, y una extension de 2 min a 72°C. A continuacion, siguieron 23 ciclos de 10 s a
94°C, 30 s a 56°C y 2 min a 72°C, por ultimo, un ciclo de 60°C durante 30 min.

3.11.2.4. Visualizacion de los fragmentos AFLP

3.11.2.4.1. Electroforesis en geles desnaturalizantes de acrilamida

Los fragmentos de PCR amplificados con cebadores EcoRI+3 marcados
radiactivamente fueron separados mediante electroforesis vertical en geles
desnaturalizantes de acrilamida, tal y como se describe en la seccién 3.7.2. Después
de la electroforesis, el gel fue transferido a un papel Whatman 3MM, secado al vacio y
expuesto a un film fotografico AGFA Curix RP2 durante 2 o 3 dias. Pasado este
periodo, el film fue revelado y se analizaron los patrones de bandas.

3.11.2.4.2. Electroforesis en secuenciador automatico

Los productos amplificados con los cebadores EcoRI+3 marcados con los
fluorocromos, se separaron mediante electroforesis capilar en un secuenciador
automatico ABI-Prism 310 (Pelkin Elmer-Applied Biosystems) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En tubos de 0.5 mL mezclamos 12 ul de formamida
desionizada, 0.25 ul del marcador de peso molecular (marcado con fluorocromo de
color rojo: ROX) y 2.5 ul del producto amplificado. Las muestras se desnaturalizaron a
94°C durante 3 min, se colocaron inmediatamente en hielo y a continuacién, se

cargaron en el secuenciador.
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Los fragmentos amplificados se visualizaron en forma de un grafico de picos en
lugar de bandas, correspondiendo cada pico a un fragmento de ADN amplificado. La
interpretacion es la misma que la de las bandas en un gel de acrilamida. Los datos se
analizaron usando el programa Genescan Analysis Software 2.0.

3.11.3. RFLPs (“Restriction Fragment Length Polymorphisms”)

Los marcadores RFLP detectan polimorfismos producidos al digerir el ADN
genomico con enzimas de restriccién. La digestibn con un enzima en particular
producird fragmentos de ADN de diferente tamafio, que pueden ser detectados con
sondas especificas que hibriden con una parte de estos fragmentos. El polimorfismo a
nivel de dianas de restriccion sera observado como un polimorfismo en la longitud de
los fragmentos detectados. Son marcadores extraordinariamente robustos una vez que
se han establecido las condiciones experimentales. El protocolo se divide en 4 fases
principales: 1) Digestién del ADN gendmico, 2) Electroforesis, 3) Transferencia del
ADN digerido a un soporte solido, 4) Hibridacién y exposicién de las muestras.

La sonda MC320 que hemos usado en el mapa genético, corresponde a un
ADNc que habia sido mapeado anteriormente en el mapa genético de meldn
elaborado por Oliver y col. (2001). Este marcador cosegregaba con el gen nsv en la
poblacion F, de 93 individuos, por este motivo se cartografié en el mapa elaborado con
las LDHs.

3.11.3.1. Digestion del ADN genémico

Las digestiones del ADN gendmico de los parentales y de las LDHs fueron
realizadas en un volumen de 25 ul con 5 yg de ADN, 10 U del enzima de restriccion
EcoRV, tampoén 1x (especifico del enzima) y espermidina 40 mM. La incubacién se
llevé a cabo a 37°C durante un minimo de 3 h.

3.11.3.2. Electroforesis

El ADN digerido con el enzima de restriccién se separ6é en gel de agarosa al
0,9 % en tampon NEB 1x a 30 V durante 16 h. El marcador de peso molecular utilizado
fue el ADN del fago A previamente digerido con EcoRl y Hindlll. Para comprobar el
resultado de la digestién, se tifid el gel con bromuro de etidio durante 10 min, se lavé
con agua destilada 15 min y se visualizé a través de la luz UV.
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3.11.3.3. Transferencia a un soporte sélido

Los fragmentos de restriccion separados por electroforesis fueron transferidos
a un soporte soélido (membrana del tipo Hybond N+) mediante el proceso de
transferencia alcalina (Memelink y col., 1994).

El gel se tratd con HCI 0.25 N durante 10 min en agitacién (despurinizacion).
Este tiempo de incubacién ha de ser exacto para evitar la degradacién de la muestra.
A continuacion, el gel se sumergié en agua destilada para quitar el exceso del HCI y
posteriormente, se incubé en NaOH 0.4 N un tiempo no inferior a 10 min para
desnaturalizar el ADN. Todos los elementos de la transferencia se empaparon en esta
solucion. En este momento el gel esta listo para la transferencia propiamente dicha, el
“Southern Blot” (Sambrook y col., 1989). La transferencia por capilaridad tiene lugar en
NaOH 0.4 N entre 6 y 12 horas. Después se desmontd la transferencia y se lavé la
membrana con SSC 2x durante 5 min para quitar los restos del NaOH. La membrana
se dej6 secar y a continuacion, el ADN se fij6 a la membrana en un horno a 80°C
durante 2 horas.

3.11.3.4. Hibridacion y exposicion de las muestras

La prehibridacion de la membrana se realiz6 en una bandeja con 40 mL de
tampon de hibridacién (tampédn fosfato 0.5 M, 7% SDS, 1% BSA) previamente
calentado a 65°C al que se le afiade 100 ul de ADN de esperma de salmén
desnaturalizado (5 g/L), durante 3 horas 0 mas a 65°C.

La sonda fue marcada utilizando el método de marcaje al azar (“random
priming”) con nucledtidos radiactivos (aP**-dCTP) (Sambrook y col., 1989). La
reaccion de marcaje se mantuvo durante 3 horas a 37°C. Esta reaccién se par6
anadiendo un volumen de NaOH 0.4 N y se dej6 desnaturalizar a temperatura
ambiente de 5 a 10 min.

Una vez finalizada la prehibridacion, se afnadié la sonda marcada (100 ng)
desnaturalizada y se dejo hibridando a 65°C durante toda la noche. Los lavados de la
membrana se realizaron en 2x SSC, 0.1 % SDS y 1x SSC, 0.1 % SDS a 65°C durante
20 min cada uno. La membrana se envolvié en papel de plastico (tipo Glad) y se
expuso en film fotografico AGFA Curix RP2 a —80°C, para ser revelado al cabo de 2 o
3 dias.

3.11.4. SCAR (“Sequence Characterised Amplified Region™)
En general, los marcadores tipo AFLP, RAPD, RFLP pueden ser convertidos en

marcadores especificos de PCR (marcador tipo SCAR) de mas féacil utilizacion,
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sobretodo cuando se ha de hacer un cribado en una poblacién de gran tamafo, como
es en nuestro caso. Los marcadores SCAR (Paran y Michemore, 1993) fueron
desarrollados inicialmente a partir de RAPDs, pero también se denomina SCAR la
conversion en marcadores de PCR de un marcador AFLP o RFLP. En el caso de los
RAPD, el fragmento de ADN procedente del marcador RAPD que presenta el
polimorfismo es clonado y secuenciado. El disefio de nuevos cebadores especificos de
esta secuencia permite la detecciéon de un unico locus. Para ello, una vez visualizado
el fragmento de ADN en electroforesis, se procedioé a recortar con un bisturi el trocito
de agarosa que contenia la banda polimérfica. EI ADN se eluyd de la agarosa
mediante el kit QIAEX Il (QIAGEN) y a continuacion el fragmento de ADN fue clonado
en el vector pPGEM-T, siguiendo las instrucciones del fabricante. El fragmento clonado
fue secuenciado. A partir de esta secuencia, se localizé el cebador RAPD en ambos
extremos y se disenaron nuevos cebadores especificos de 20-23 bases, que
contenian el cebador original en el extremo 5’. El marcador SCAR fue amplificado en
una reaccién de PCR en condiciones estandar en las dos lineas parentales y el
producto de amplificacion fue separado mediante electroforesis horizontal en gel de
agarosa al 1.5 %.

El marcador SCAR suele ser dominante, como el marcador del que procede,
aunque a veces el polimorfismo se puede perder por que la mayor longitud de los
cebadores hace que el fragmento de ADN se amplifique a partir de los dos alelos. En
este caso, es necesario encontrar un nuevo polimorfismo, siendo uno de los métodos
mas usados la digestién con enzimas de restriccion del producto de PCR del SCAR,
obteniendo asi un marcador tipo CAPS, que sera descrito en el aparado siguiente.

3.11.5. CAPS (“Cleaved Amplified Polymorphic Sequence”)

Los marcadores CAPS (Konieczny y Ausubel, 1993) se caracterizan por la
deteccion del polimorfismo mediante digestion con un enzima de restriccion. Este tipo
de marcador es ampliamente usado, sobretodo tras la conversién de otros tipos de
marcadores en marcadores de PCR (AFLPs, RFLPs, RAPDs) que no presentan
ningun polimorfismo tras la amplificacién. En todos los casos, el producto de PCR fue
clonado, secuenciado y las secuencias analizadas para la deteccion de alguna diana
de restriccion polimérfica entre las lineas utilizadas.

En el caso de los AFLPs, la amplificacién se realizé con marcaje radiactivo
(seccion 3.11.2.3.2). La banda polimoérfica presente en el gel de acrilamida fue
recortada con un bisturi, hidratada con 50 pl de agua estéril y reamplificada. Este

producto de PCR fue clonado en el vector pGEM-T y secuenciado. Se disefaron
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cebadores especificos de las secuencias del AFLP, con estos se amplificaron las dos
lineas parentales y el producto amplificado fue secuenciado. Las secuencias fueron
analizadas para la deteccion de algun polimorfismo entre las lineas utilizadas digerible
por algun enzima de restriccion.

La digestiébn con el enzima de restriccibn se realiz6 normalmente en un
volumen de 20 pul que contenia: 2 ul del tamp6n del enzima 10x, 2.5 U del enzima, 10
WL producto de PCR, durante 1-2 h a la temperatura especifica del enzima. El producto
de la digestion fue separado mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %.

3.11.6. Microsatélites o SSR (“Simple Sequence Repeats”)

La amplificacion del 5A6U-SSR, su separacion y deteccion se realizé utilizando
el método radiactivo y separacion en geles de secuenciacion (katzir y col., 1996). La
reaccion de amplificacion se realizd en un volumen final de 15 pl que contenia: tampén
de SSR 1x (Tris-HCI 75 mM pH 8.8, (NH,;)SO, 20 mM, Tween-20 0.01 %), MgCl, 3.5
mM, 0.6 uM de cada cebador (5A6U-F y 5A6U-R-SSR ), 166 uM de los nucleétidos
dATP, dTTP, dGTP, 2 uM dCTP, 0.1 ul de a33 P-dCTP (3000 Ci/mmol), 2 U de Taq
polimerasa y 60 ng de ADN molde. Las condiciones de amplificacién fueron las
siguientes: una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 1 min, seguida de 35 ciclos de
amplificacién de 30 s a 94°C, 30 s de hibridacion a 59°C, 30 s de elongacion a 72°C, y
por ultimo, una extensién final de 5 min a 72°C.

Una vez finalizada la reaccién, se anadieron 10 ul de tampén de carga (95%
formamida, EDTA 10 mM, azul de bromofenol 0.01 %, xilencianol 0.01 %) y las
muestras fueron desnatuzalizadas durante 10 min a 100°C. La separacion se realizd
mediante electroforesis vertical en condiciones desnaturalizantes en geles de
acrilamida durante 2-3 horas, tal como se describe en la seccion 3.7.2. Una vez
finalizada la electroforesis, el gel fue transferido a un papel Whatman 3MM, secado al
vacio y expuesto en un film fotografico AGFA Curix RP2 hasta el dia siguiente.

3.11.7. Deteccion de SNPs mediante SNaPshot

La deteccién de SNPs (“Single Nucleotide Polymorphism”) mediante la técnica
del SNaPshot (ABI Prism SNaPshot ddNTP Primer Extension Kit, Applied Biosystems)
fue utilizada basicamente en aquellos casos en los que no se encontraron enzimas de
restriccion capaces de diferenciar entre el polimorfismo de los dos alelos. Esta técnica
fue utilizada para cartografiar los extremos de los BACs 52K20sp6 y el 1L3 (capitulos
5y 6),yel EST CM1.11 (capitulo 8).
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En primer lugar, se amplifica el producto de PCR con cada par de cebadores
especificos, se verifica la cantidad y calidad del ADN en un gel de agarosa. A
continuacion, en 50 ng del producto amplificado se anadieron 2 pyL de Exo-SAP-IT
(USB, Cleveland, Ohio) y se dej6é a 37°C durante 15 min, seguido de la inactivacién del
enzima a 80°C durante 15 min. Este enzima es una mezcla de dos enzimas hidroliticos
(exonucleasa | y la fosfatasa alcalina de gamba) que se utilizaron para eliminar los
dNTPs y los cebadores de la reaccién de PCR que podria interferir en la reaccion de
extension. La mitad del ADN tratado se utiliz6 como molde de la reaccién de extension
de 10 pL de volumen final, usando 2 pmol del cebador interno y 5 yL de la mezcla de
reaccion de SNaPshot Ready mix en 25 ciclos de 10 s a 96°C, 5 s a 50°C y 30 s a
60°C. La reaccion fue tratada con 1 U de fosfatasa intestinal de ternero (Roche) a 37°C
durante 1 h, seguido de la inactivaciéon del enzima durante 15 min a 75°C. El primer
extendido fue visualizado en un secuenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems)
con las condiciones recomendadas por el fabricante para realizar SNaPshot. Las
secuencias de los cebadores utilizados en esta técnica se detallan en el apéndice
A.6.2.

3.12. Analisis de segregacion en mezclas de ADN (“Bulked Segregant Analysis”
o BSA)

La estrategia del BSA permite la identificacion rapida y eficaz de marcadores
ligados a genes de interés (Michelmore y col., 1991). El método consiste en construir
dos grupos de ADN de individuos de una poblacidén segregante, un grupo que presenta
el caracter a estudiar y el otro que no lo presenta (suelen tratarse caracteres de tipo
monogénico). Dentro de cada grupo o “bulk” de ADN, los individuos seran idénticos
para la regién genémica alrededor del gen de interés, pero heterocigotos para el resto
de genes del genoma. Por este motivo, los marcadores que sean polimérficos entre los
dos grupos estaran, generalmente, ligados al gen responsable del caracter para el que
se construyeron los “bulks”. Finalmente, se debe confirmar en la poblacién segregante
que existe ligamiento entre el marcador obtenido por esta técnica y el gen estudiado.

En nuestro trabajo, utilizamos la técnica BSA para buscar marcadores ligados
al gen nsv utilizando marcadores AFLPs y RAPDs. El analisis de los AFLPs se realiz6
con la mezcla de ADN de 8 LDHs resistentes y 8 susceptibles a MNSV, mezcladas en
cantidades equimolares, (50 ng de ADN de cada individuo). Para los RAPDs se utilizé
el ADN mezclado de otros individuos diferentes, 10 LDHSs resistentes y 10 susceptibles
a MNSV, mezclados también cantidades equimolares (50 ng de ADN de cada
individuo).
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3.13. Genotecas de BACs

3.13.1. Organizacion y cribado de las genotecas de BACs

Para la construccion del mapa fisico de la regién del gen nsv, se trabajé con
dos genotecas de BACs, una generada a partir de un genotipo resistente y otra a partir
de uno susceptible. La genoteca elaborada por el Dr. Hans van Leeuwen (van
Leeuwen y col., 2003) del laboratorio del Dr. Pere Puigdomenech del IBMB-CSIC de
Barcelona, fue generada a partir de la linea LDH PIT92 resistente a MNSV. Esta
genoteca consta de 23040 clones. El tamafo medio del inserto es de 141 Kb, cubre el
genoma de melén (454 Mb) 6 veces (6x) y esta organizada en 60 microplacas de 384
clones cada una.

El sistema de cribado para la identificacion de clones positivos mediante
marcadores de PCR consisti6 en la mezcla del ADN de clones, de manera que
permitiera la identificacion rapida de un Unico clon positivo. Asi pues, el ADN de todos
los clones de cada placa se aisld en grupo, obteniendo un total de 60 “pools” de ADN,
cada uno correspondiente a una placa. A su vez, se mezclé el ADN de 6 placas,
formando 10 “superpools” de ADN. El cribado de esta libreria se realiz6 en el IBMB-
CSIC, utilizando 1 ul de minipreparacién de los “superpools” o “pools” de ADN por
PCR. Una vez identificado el “superpool” positivo, se realiza una segunda ronda de
PCR para identificar el "pool" positivo. La identificacion del clon Unico se consigue con
la tercera y cuarta ronda de PCR realizada con los "pools" de ADN de las columnas y
filas de la placa identificada como positiva. El clon positivo se aislé de la microplaca y
se dejo crecer en una placa de LB complementada con cloranfenicol (12.5 ug/mL) a
37°C durante toda la noche. EI ADN del plasmido de los clones positivos fue aislado
mediante minipreparaciones de los clones BAC (van Leeuwen, comunicacion
personal).

La segunda genoteca de BACs que utilizamos fue generada a partir de la linea
WMR-29 susceptible a MNSV y pertenece al grupo de clonaje posicional del Dr.
Abdelhafid Bendahmane (URGV-INRA, Evry, Francia). Esta genoteca consta de 32632
clones, esta organizada en 86 placas (de 384 pocillos cada una), tiene una cobertura
del genoma de 7 veces (7x) y el tamafo medio del inserto es de 100 Kb. Las mezclas
de ADN para la identificacion de clones positivos se realizaron sélo a nivel de placas,
obteniendo 86 “pools” de ADN (Dr. A. Bendahmane, comunicacion personal). La
identificacion de los clones positivos se realiz6 mediante PCR sobre 1 ul de ADN de
los "pools" de las 86 placas. Una vez identificada la placa positiva, se hicieron dos
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réplicas en placa de LB con cloranfenicol (12 ug/mL) a 37°C durante toda la noche.
Una placa fue utilizada para identificar la columna positiva y para ello, se mezclaron
los cultivos bacterianos directamente de cada columna con 500 ul de agua. Asi pues,
obtuvimos los 24 "pools" correspondientes a cada columna de la misma placa positiva,
sobre los cuales se realizaron las PCRs utilizando 1 ul del ADN de cada "pool". Una
vez identificada la columna positiva, la segunda réplica de la placa de LB se utilizé
para identificar el clon individual positivo, realizando la PCR directamente sobre los 16
clones que componen la columna positiva. De esta manera rapida, se identificaron los
clones positivos para los marcadores utilizados para el cribado de las dos genotecas,
descritos en los resultados de los capitulos 5 y 6. Un ejemplo detallado del cribado de
la genoteca WMR-29 se muestra en la fig. 3.6.

3.13.2. Minipreparacion de ADN de BACs

Los cultivos bacterianos fueron crecidos en 1.5 mL de LB/cloranfenicol (12.5
wl/mL) durante toda la noche, a partir de un unico clon BAC positivo de la genoteca
WMR-29. Se centrifugaron a 13.000 rpm durante 15 min y se decanté el sobrenadante.
Los precipitados bacterianos se resuspendieron en 300 pl de la solucién | (Tris-HCI 5
mM, EDTA 10 mM, ARNasa 100 pug/mL) y se lisaron con 300 ul de la solucion Il (SDS
1 %, NaOH 0.2M) durante 5 min a temperatura ambiente. La reaccién fue neutralizada
al afiadir 300 ul de la solucién Il (potasio 3M/acetato 5M pH 5.5, 0.11 voliumenes de
acido acetico). La mezcla se incub6 10 min en hielo. Una centrifugacion a 13.000 rpm
precipité las proteinas y permitié recuperar el sobrenadante. Una precipitaciéon con 0.6
volumenes de isopropanol durante 1 hora a —20°C permiti6 recuperar los acidos
nucleicos después de una centrifugacion a 13.000 rpm durante 5 min y los precipitados
se secaron a 60°C durante unos minutos. El ADN fue resuspendido en 20 ul de agua

estéril.

3.13.3. Secuenciacion de los extremos de los BACs

La secuenciacion de los extremos de los BACs la realizamos utilizando el
siguiente protocolo: en un tubo de PCR anadimos 6 pL de H,O a un volumen de 15 pL
del ADN de la minipreparacion del BAC. El volumen final debe ser de 21 pL. La
muestra fue homogeneizada con una pipeta de 200 pL, arriba y abajo unas 10 veces
utilizando una punta cortada a la que se le acopla una aguja de 0.8 mm (Terumo 0.8
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32.632 clones guardados en 86 placas de 384

86 "pools" de clones de BACs

Identificacion de "pools" positivos para el l
marcador 30L11sp6

PCR 30L11sp6

PCR 30L11sp6 sobre los "pools”
de las 24 columnas de las placas
positivas 48 y 49 l

M1 234567 8 910111213 1415161718192021222324 M

— ==
Placa 48 = 43200

Placa 4
aca 49 — 432pb

PCR 30L11sp6 directamente l
sobre los clpnes Placa 48 columna 13
correspondientes a la
columnas 13 y 17 de las placas
positivas 48 y 49,
respectivamente.

Placa 49 columna 17

12 3 45678 910111213 141516 1 2 3 45 6 7 8 910 1112 13141516

— 432pb

|

Clones positivos 5y 1

Fig 3.6. Ejemplo del sistema de cribado de la genoteca de BACs de la linea susceptible WMR-29 con
el marcador 30L11sp6. La genoteca esta organizada en 86 "pools" que corresponden con las 86
placas de 384 clones. Primero se identifica la placa positiva, después la columna y finalmente el clon
individual positivo. En color azul se indican los "pools" positivos que presentan la amplificacion de la
banda de 432 pb: 19, 20, 30, 32, 48, 49, 52, 56, 65, 69 y 74. Se muestran las columnas positivas 13 y
17 de las placas 48 y 49 respectivamente. La PCR sobre los clones individuales muestra la
amplificacion en los clones 5 y 1. Como controles de PCR se incluyen las amplificaciones sobre las
lineas PI, Ved, W y PS. M: marcador de peso molecular 100 pb ladder.
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Neolus 21G) la cual también fue cortada dejando una longitud de 0.5 cm. Las
muestras fueron incubadas 30 min a 65°C. A continuacién, se mezclaron con 8 uL de
Big Dye™ Terminator Cycle DNA Sequencing Kit 1.1 (Applied Biosystems), 8 uL del
tampon Rxn 0.5x (40 mM Tris-HCI pH 9.0, 1 mM MgCl,), 3.2 pmol del cebador y 10 %
DMSO (v/v) . Las condiciones de amplificaciéon fueron una desnaturalizacién inicial de
5 min a 95°C, 60 ciclos de 1 min 95°C, 50 s a 50°C y 4 min a 60°C. Las secuencias
fueron analizadas en un secuenciador automatico ABI 377.

3.13.4. Desarrollo y cartografiado de marcadores moleculares a partir de los
extremos de BACs

El ADN de los clones positivos fue aislado mediante minipreparaciéon del BAC
(seccién 3.13.2) y los extremos de estos BACs fueron secuenciados como se describe
en la seccion 3.13.3. Se disefaron cebadores especificos en los extremos de estas
secuencias (apéndice A.6.1) y se usaron para amplificar las lineas parentales, Pl
161375, PS, Ved y WMR-29. Los polimorfismos fueron detectados y mapeados en los
individuos recombinantes de la regién del gen nsv usando marcadores tipo CAPS
(seccién 3.11.5), SSR (seccién 3.11.6) o SNPs (seccion 3.11.7). Los nuevos
marcadores se utilizaron para cribar de nuevo las genotecas de BACs, para la
identificacion de nuevos clones positivos mas cercanos al gen y asi de esta manera,

obtener un “contig” de la region hasta llegar al gen nsv.

3.13.5. Construccion del mapa fisico

El tamano de los insertos de los clones BACs positivos fue determinado
mediante electroforesis en campo pulsante (PFGE). La digestion con el enzima de
restriccion Nofl (New England Bio Labs) liber6 el inserto y éstos fueron analizados
mediante electroforesis PFGE (seccion 3.7.1). El marcador de peso molecular Lambda
Ladder PFG Marker (New England BioLabs) fue utilizado para determinar el tamafio de
los insertos.

La orientacion de los clones BACs en el mapa fisico se determind mediante
amplificacién de PCR con los cebadores especificos de los extremos de los BACs y
usando el ADN de éstos como molde. Las condiciones de PCR y las secuencias de los
cebadores estan descritas en el apéndice A.6.1.
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3.14. Cartografiado genético y fisico

El programa MAPMAKER v. 3.0 (Lander y col.,, 1987) fue utilizado para
cartografiar el gen nsv en el mapa genético de la poblacién F, de 93 individuos, con un
LOD>5.0.

Los marcadores moleculares desarrollados en las poblaciones de LDHSs, F, de
408 individuos y BC1 fueron cartografiados en los mapas genéticos utilizando los
eventos de recombinacién respecto al gen nsv. Las distancias genéticas estimadas
fueron calculadas de la siguiente manera: (n® recombinantes/n® gametos)x100. Hemos
considerado que el % de recombinacién es equivalente a la distancia en cM
(centimorgans), ya que al tratarse de distancias pequenas, no hemos tenido en cuenta
las correcciones debidas a los dobles recombinantes.

Los BAC identificados con los marcadores moleculares del mapa genético
formaron el mapa fisico de esta region. El desarrollo de marcadores a partir de los
extremos de los BACs permiti6 la orientaciébn de éstos en el mapa fisico. Las
condiciones de PCR y las secuencias de los cebadores especificos de los extremos de
los BACs estan descritas en el apéndice A.6.1.

3.15. Analisis de las secuencias

Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron analizadas utilizando el paquete
de programas GCG (Genetics Computer Group, Madison, WI) para elaborar mapas de
restriccion y comparacion de secuencias. Para la comparacion de secuencias se
realizaron alineamientos mdltiples utilizando el programa Clustal X (Thompson y col.,
1997). La ordenacién de secuencias obtenidas a partir de los extremos de los ADNc se
realizd6 con programas pregap y gap4 del paquete STADEN 99 (Staden, 1996). El
programa BLASTX fue utilizado para buscar homologias con las secuencias de los
extremos de los BACs y con las secuencias clonadas. El servidor INFOBIOGEN
(www.infobiogen.fr/services/analyseq/) presenta varios programas de comparacion de

secuencias, mapas de restriccidn y traduccién a proteinas que también utilizamos.
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4. SATURACION CON MARCADORES MOLECULARES DE LA REGION
FLANQUEANTE AL GEN nsv QUE CONFIERE RESISTENCIA AL VIRUS DE
LAS MANCHAS NECROTICAS DEL MELON (MNSV) EN MELON

El contenido de este capitulo ha sido publicado en la revista Journal of the
American Society for Horticultural Science.

Morales, M., Luis-Artega ML, Dolcet-Sanjuan R, Monfort A, Aras P, Garcia-Mas J.
(2002). "Marker saturation of the region flanking the gene Nsv conferring
resistance to the melon necrotic spot Carmovirus (MNSV) in melon." JASHS
127(4): 540-544.

4.1. INTRODUCCION

El virus de las manchas necréticas del melén (“Melon Necrotic Spot Virus”:
MNSV) es un Carmovirus de cadena simple de ARN que pertenece a la familia
Tombusviridae. MNSV infecta a especies cucurbitaceas, como el melén, pepino y
sandia que crecen en condiciones de invernadero, causando importantes pérdidas en
la produccion.

El virus fue descrito por primera vez en Japon (Kishi, 1966) y posteriormente
fue detectado en invernaderos de meldn en regiones occidentales (Gonzales-Garza y
col., 1979). MNSV se transmite mecanicamente, a través de zoosporas del hongo
Olpidium bornovanus, por mordeduras de insectos o a través de semillas infectadas
(Lecoq y col., 1998). Los sintomas producidos por el virus en meldn incluyen: lesiones
necréticas locales en los cotiledones inoculados o grandes lesiones necréticas en
hojas sistémicas o necrosis en tallos y peciolos. La severidad de los sintomas depende
de las condiciones de crecimiento y de la variedad. Por ejemplo, aislados europeos de
MNSV inducen lesiones sistémicas en melén y pepino de manera variable. Los
cotiledones infectados mecanicamente muestran manchas necréticas de 2 0 3 mm de
diametro después de 3-5 dias de la inoculacion y mueren entre los 15-21 dias después
de la inoculacion.

La propagacion del MNSV en el melon cultivado puede ser controlada con el
uso de semillas libres de virus o de variedades resistentes. Existen, al menos, dos
fuentes de resistencia al MNSV en meldn: el cultivar “Gulfstream” y la accesion
coreana Pl 161375. La resistencia esta controlada por el alelo recesivo del gen nsv
(Coudriet y col., 1981), y es efectiva contra todas las cepas del virus conocidas,
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excepto una cepa que ha sido descrita recientemente (Diaz y col., 2000). En el
mercado existen variedades comerciales que presentan el alelo de resistencia nsv en
homocigosis. El gen nsv fue cartografiado en el grupo de ligamiento 7 del primer mapa
genético del melon (Baudracco-Arnas y Pitrat, 1996) con marcadores flanqueantes a
13.5y 10.7 cM de distancia.

A pesar de que el test patolégico usado en los programas de seleccion para
detectar el MNSV (basado en la inoculacion del MNSV) es barato y facil de utilizar, la
disponibilidad de marcadores moleculares estrechamente ligados al alelo nsv podria
acelerar su seleccion, como se ha demostrado para otros caracteres (Tanksley y col.,
1989). En meldn, se han desarrollado marcadores moleculares ligados al gen de
resistencia Fom-2, que confiere resistencia a las razas 0 y 1 de Fusarium oxysporum
f.sp. melonis (Zheng y col., 1999; Wang y col., 2000). Otros importantes genes de
resistencia como Fom-1 contra Fusarium oxysporum f.sp. melonis razas 0y 2, Pm-1
contra mildiu provocado por Sphaeroteca fuliginea raza 1, y nsv no estdn asociados
con ningun marcador molecular.

En este articulo describimos el desarrollo de marcadores moleculares ligados al
gen nsv. La localizacién cromosémica de este gen fue determinada en primer lugar en
una poblaciébn F,. A continuacion, se desarrollaron marcadores moleculares
adicionales estrechamente ligados al gen usando AFLPs y RAPDs y la estrategia del
BSA (“Bulked segregant analysis”) (Michelmore y col., 1991) en una poblacion de
LDHs. Con todos estos marcadores se construyé un mapa genético detallado de la
region flanqueante al gen nsv con 10 marcadores en un intervalo de 17.7 cM.

4.2. RESULTADOS

4.2.1. Cartografiado del locus nsv en el mapa genético de melén

Los datos de la segregacién de la resistencia al MNSV basados en el test de
progenie de las familias F3, permitio la identificacion del genotipo correspondiente de
los individuos de la F,, y el cartografiado de este caracter como un marcador
codominante. De las 91 familias F3; analizadas, 22 fueron resistentes (nsv/nsv)
(ausencia de sintomas en todos los individuos de la familia), 49 dieron una reaccion
heterogénea de individuos resistentes y susceptibles en una proporcion esperada 3:1
(8 Nsvi-, 1 nsv/nsv) y 20 fueron susceptibles (Nsv/Nsv). Estos resultados se ajustan
con la segregacion esperada 1:2:1 en la poblacion F, para un gen simple recesivo,

siendo el valor de la ¥ = 0.62 n.s.
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Estos datos se utilizaron para localizar el gen nsv en el grupo de ligamiento 11
(G11) en el mapa genético elaborado en nuestro laboratorio (Oliver y col., 2001), en la
proximidad del caracter morfolégico P (numero de carpelos: trimero vs pentamero).
Ademas, dos marcadores del G11 cosegregan con el gen nsv, MC320 y OPX15-1.06
(Fig. 4.3). El marcador RADP dominante OPX15-1.06 fue amplificado a partir de la
linea resistente Pl. Dos marcadores AFLP, CAT/AAC-296 y CCT/AAC-183, que
cosegragaban con el caracter P, se localizaron a 9.2 cM del gen y fueron usados para
orientar el mapa genético del locus nsv.

El test de resistencia al MNSV llevado a cabo en la poblacién de las 69 LDHs,
dio como resultado 32 individuos resistentes y 37 susceptibles, la segregacién
esperada 1:1 para este tipo de poblacion (x?=0.36 n.s) confirmando la posicién en el

mismo grupo de ligamiento (G11).

4.2.2. Marcadores moleculares ligados al gen nsvy BSA

Una vez realizadas y analizadas el total de las 184 combinaciones de
cebadores AFLPs, identificamos 10 que presentaban polimorfismos entre los "pools"
de ADN resistente y susceptible. Las combinaciones polimoérficas fueron probadas 2
veces en estos "pools" de ADN, ademas también en las 16 lineas individuales que
formaban los "pools” y en las lineas parentales. Cinco de las 10 combinaciones
polimoérficas iniciales, CTA/ACG-115, CTA/ACG-120, CGA/ACA-74, ACC/AAC-144,
ACC/ACC-110, fueron seleccionadas como marcadores para ser cartografiados en el
mapa genético de la regién del gen nsv, por que fueron los que presentaban las
bandas polimoérficas mas claras e intensas. Los marcadores CTA/ACG-115 y
ACC/ACC-110 mostraron una banda tanto en el "pool" de ADN susceptible como en el
parental PS (Fig. 4.1), mientas que CTA/ACG-120, CGA/ACA-74 y ACC/AAC-144 la
presentaban en el grupo de ADN de individuos resistentes y en Pl 161375.

La combinacion de los cebadores CTA/ACG mostré dos fragmentos de
ADN polimérficos de 115 y 120 pb de tamafo (CTA/ACG-115 y CTA/ACG-120)
(Fig. 4.1). Cuando fueron probadas las 16 lineas individuales de los "pools",
CTA/ACG-115 y CTA/ACG-120 estaban presentes sélo en los individuos
susceptibles o resistentes, respectivamente.
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Fig. 4.1. Electroferograma de AFLPs obtenido con el software Genescan (ABI Prism 310). Se
representa una fraccién del patron de AFLPs que incluye los marcadores CTA/ACG-115, CTA/ACG-
120 y ACC/ACC-110 que fueron probados en las mezclas de ADN ("pools") resistente (R) y

susceptible (S) a MNSV y en lineas LDHs individuales. Los fragmentos polimérficos se indican con
una flecha y el nimero es el tamano de la banda polimérfica (en pares de bases).

Tras probar un total 168 cebadores RAPD, se identificaron inicialmente 13
fragmentos polimérficos, pero después de dos repeticiones con el ADN de las lineas
parentales y las 20 LDHs individuales que formaban los "pools”, sélo el RADP OPD08-
0.80 fue reproducible. El tamafno de la banda amplificada para este marcador era de
800 pb y estaba ligada a susceptibilidad, o sea, la banda estaba presente en el
parental PS, en el "pool" susceptible y en las lineas individuales susceptibles a MNSV
(Fig. 4.2). Los individuos resistentes no mostraban esta banda, en su lugar se
presentaban un débil fragmento de 850 pb.
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M R S PI PS M

Fig. 4.2. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio que muestra el marcador RAPD OPD08-0.80 en la
lineas parentales (PI: Pl 161375, PS: Piel de Sapo), en la mezcla de ADN resistente (R) y susceptible (S)
y en las lineas individuales resistentes y susceptibles. La banda polimérfica de 800 pb se observa en las
lineas susceptibles y esta indicada con una flecha. M: marcador de peso molecular pUC mix (MBI

Fermentas).

4.2.3. Saturacion de la region del gen nsv con marcadores moleculares

Todos los marcadores ligados al gen nsv fueron analizados en la poblacién de
LDHs para construir un mapa genético de la regién cercana al gen de resistencia.
Siete marcadores AFLP (CTA/ACG-115, CTA/ACG-120, CGA/ACA-74, ACC/AAC-144,
ACC/ACC-110, CTA/AAC-296, CCT/AAC-183), dos marcadores RADP (OPD08-0.80 y
OPX15-1.06) (Tabla 4.1) y un marcador RFLP (MC320) fueron analizados y
cartografiados en esta regién (Fig. 4.3). Dos de los marcadores, ACC/ACC-110 y
OPX15-1.06, cosegregaban con nsv.

Los marcadores mas cercanos que flanquean al gen eran CTA/ACG-115 vy
CTA/ACG-120, localizados a 1.5 cM del gen y OPD08-0.80 a 4.4 cM. Los marcadores
que se encontraban mas alejados del gen eran MC320, CTA/AAC-296 y CCT/AAC-
183 que delimitan una regién de 17.7 cM alrededor de nsv. También observamos que
cuatro de estos marcadores (MC320, OPX15-1.06, CTA/AAC-296 y CCT/AAC-183)
junto con el gen nsv eran comunes en el mapa obtenido con la F, y se situaban en el

mismo orden (Fig. 4.3).
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Marcador Cebadores Secuencia
OPD08-0.80 OPDO08 GTGTGCCCCA
OPX15-1.06 OPX15 CAGACAAGCC

crvncsis | G| gAcTaceracomTionce
crancom | SER | cTeceTieomToace
oonccio | G| ghoTeceTacomTioncs
conronrs | | gacTeceTscomcacs
comors | S| ACToceTACOMITOMS
cammozss | SERT | GACTaceTAcomTIOMG
cormcss | SRt | GAcTeceTscomTions

Tabla 4.1. Secuencias de los cebadores RADPs y AFLPs usados para los marcadores que estan
ligados al gen nsv. Los nucleétidos selectivos para los cebadores de los AFLPs estan marcados en
negrita.
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Fig. 4.3. A la izquierda, el grupo de ligamiento 11 (G11) muestra el gen nsv que se localiza en la misma
posicion que los marcadores OPX15-1.06 y MC320. A la derecha, un mapa detallado de la regién del gen
nsv obtenida con la poblacion de LDHs. Los marcadores flanqueantes de esta regién estan alineados con
sus posiciones en el G11. Los marcadores marcados en negrita en el mapa de la izquierda son
marcadores RFLP. Las distancias genéticas estan expresadas en centimorgans (cM).

4.3. DISCUSION

El gen nsv ha sido cartografiado en el grupo de ligamiento G11 del mapa
construido a partir de la poblacion F, (Oliver y col., 2001), cosegregando con el RAPD
OPX15-1.06 y con el RFLP MC320. El RAPD OPX15-1.06 es un marcador dominante
y por tanto, su posicion en el mapa es de menor precisién si se compara con los

marcadores codominantes, como MC320. Esta region esta flanqueada a un lado por
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un grupo de marcadores a una distancia de 9.2 cM e incluye dos marcadores RFLPs
codominantes (MC50A y MC255B), dos marcadores AFLPs dominantes (CTA/AAC-
296 y CCT/AAC-183) y el gen P (numero de carpelos). Al otro lado, se encuentra el
marcador RFLP codominante MC330, a una distancia de 18 cM (Fig. 4.3).

Baudracco-Arnas y Pitrat (1996) localizaron el gen nsv en el grupo de
ligamiento 7 de su mapa genético, (el primer mapa genético de meldén publicado)
también cercano al gen P, flanqueado por marcadores a 13.5 y 10.7 cM. Las
poblaciones usadas para la construccion de ambos mapas comparten uno de los
parentales (Pl 161375) que es la fuente de la resistencia a MNSV. Una comparacion
entre estos mapas basado en marcadores RFLP y SSR comunes (Daning- Poleg y
col., 2000) confirma que el G11 de nuestro mapa corresponde con el grupo de
ligamiento 7 del mapa construido por el grupo francés (Baudracco-Arnas y Pitrat,
1996).

Una poblacién de LDHs derivada del mismo cruce (Pl 161375 x PS) fue
utilizada para la saturacion de marcadores de esta regién utilizando la estrategia de
BSA. Esta poblacion es mas adecuada para este propésito que una F, porque 1)
debido a su naturaleza homocigota nos permite detectar los alelos dominantes de un
marcador como si fueran codominantes, ya que no existen individuos heterocigotos
tedricamente, haciendo el test méas eficaz, 2) las LDHs presentan la ventaja en el test
de resistencia al MNSV que se pueden realizar varias réplicas de cada linea, en
cambio en la poblacion F,, es necesario un andlisis de la progenie F; para obtener el
mismo nivel de informacion. De esta forma, mediante el uso de las LDHs hemos
detectado seis marcadores adicionales en la region del gen nsv, y hemos localizado
con mayor precision los cuatro que ya estaban mapeados en la F,. Asi, pudimos
localizar un total de 10 marcadores en una regiéon cromosdmica corta (17.7 cM) que
incluye el gen nsv. Ademas, cinco de los marcadores se encuentran localizados dentro
del intervalo genético de 5.9 cM flanqueando al gen y dos de los marcadores
(ACC/ACC-110 y OPX15-1.06) cosegregan con nsv.

Cinco de los marcadores obtenidos eran AFLPs y uno era un RAPD, indicando
en nuestro caso que los AFLPs son mas eficientes que los RAPDs para la deteccion
de marcadores ligados a genes mediante BSA. Por otro lado, el método de
amplificacién de los RAPDs genera fragmentos de ADN de mayor tamafno que los
AFLPs, y su conversion en marcadores polimorficos codominantes de PCR, como
SCAR o CAPS, resulta mas sencillo que en los AFLPs. Esta razén justifica el uso de
los dos tipos de marcadores para la saturacion con marcadores de una region
especifica del genoma.
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El descubrimiento y mapeado de marcadores ligados al gen nsv facilitara la
seleccién del alelo resistente en programas de mejora de meloén. La conversion de
dichos marcadores en marcadores codominantes especificos de PCR mejorara su
eficiencia.

Dos de estos marcadores, CTA/ACG-115 y CTA/ACG-120, localizados a una
distancia de 1.5 cM del gen nsv, se obtuvieron a partir de la misma combinacion de
cebadores, uno ligado al alelo susceptible y el otro al alelo resistente con tamanos
similares en sus productos de amplificacién (115 y 120 pb). Es posible que estos dos
marcadores sean alélicos y que los cebadores CTA/ACG produzcan un AFLP
codominante, sin embargo el Unico modo de confirmar esto seria clonando y
secuenciando ambos fragmentos de ADN.

La resolucion del dltimo mapa que hemos elaborado es todavia baja (1.5
cM/evento de recombinacién) debido al pequefio tamafo de la poblacién de LDHs.
Dos de los marcadores, OPX15-1.06 y ACC/ACC-110, no fueron separados del gen
nsv y por tanto, se localizan a menos de 1.5 cM. Actualmente, estamos convirtiendo
los marcadores flanqueantes mas cercanos al gen (OPD8-0.80, CTA/ACG-115 y
CTA/ACG-120) en marcadores codominantes de PCR, que permitira el cribado de una
poblacién de gran tamafno F, para la busqueda de individuos recombinantes. Estos
recombinantes nos permitiran tener una posicién mas fina de todos los marcadores e
iniciar una segunda ronda de BSA que permitirda la caracterizacién de marcadores
adicionales mas estrechamente ligados al gen nsv.

Si consideramos que el genoma de melon contiene 454 Mb de ADN
(Arumuganathan y Earle, 1991) y una distancia genética de 1197 cM de media (Oliver
y col., 2001), una distancia genética de 1 cM corresponde a una distancia fisica de 380
Kb. Para aislar el gen nsv mediante clonaje posicional, necesitaremos identificar
marcadores flanqueantes estrechamente ligados al gen. Una libreria de BACs acaba
de ser descrita para meldén (Luo y col., 2001) y ademas disponemos de otra que ha
sido obtenida en el Institut de Biologia Molecular de Barcelona (P. Puigdoménech,
comunicacion personal). La disponibilidad de dichas genotecas facilitara el objetivo

final de clonar el gen nsv.
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5. MAPA GENETICO DE MEDIA RESOLUCION Y MAPA FiSICO DEL
LOCUS nsv EN LA POBLACION F,

5.1. INTRODUCCION

En este capitulo describimos la construccién de un mapa genético de media
resolucién de la region del locus nsv. Para ello hemos utilizado una poblacién F, de
408 individuos (Pl x PS) y los marcadores moleculares descritos en el capitulo 4, los
cuales seran transformados en marcadores de PCR para su fécil manejo en una
poblacién de gran tamano. También hemos construido el primer mapa fisico de esta
region gracias a que disponiamos de genotecas de BACs procedentes de un genotipo
resistente y de otro susceptible. Ademas, algunos extremos de los clones BACs
identificados en esta region se utilizaron para desarrollar nuevos marcadores
adicionales que permitieron una mayor saturacion de marcadores en el mapa genético.
Finalmente, estos datos han permitido identificar un BAC que contiene fisicamente el

gen nsv.
5.2. RESULTADOS

5.2.1. Conversion de los marcadores AFLPs y RAPDs en marcadores especificos
de PCR

El marcador AFLP CTA/ACG-115 cartografiado en la poblaciéon F, y en la
poblacion de LDHs, y los marcadores AFLPs ACC/ACC-110 y CTA/ACG-120 y los
RAPDs OPX15-1.06 y OPDO08-0.80 cartografiados unicamente en la de LDHs,
cosegregaban o flanqueaban al gen nsv (capitulo 4). Estos marcadores fueron
convertidos en marcadores especificos de PCR, como los marcadores SCAR o CAPS.
que son de facil utilizacién, sobretodo cuando van a ser usados en poblaciones de

gran tamano.

5.2.1.1. Conversion de marcadores AFLPs en marcadores tipo CAPS

Las bandas polimoérficas de interés de los marcadores AFLP ACC/ACC-110,
CTA/ACG-115 y CTA/ACG-120, de 100, 115 y 120 pb respectivamente, fueron
recortadas del gel de acrilamida, tras la amplificacién que habia sido realizada con
marcaje radiactivo con **P (Fig. 5.1), el ADN fue clonado y secuenciado. La
comparacion de las secuencias de los marcadores CTA/ACG-115 y CTA/ACG-120,
obtenidos a partir de la misma combinacion de cebadores, revelé que se trataba de la

misma secuencia, pero que presentaba varios polimorfismos. Los marcadores
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originales presentaban una tamarno de 115 y 120 pb respectivamente. Por este motivo,
solo realizamos la PCR inversa (iPCR) (seccion 3.8.3) para los marcadores ACC/ACC-
110 y CTA/ACG-115, para clonar las regiones flanqueantes al fragmento original, y asi
aumentar el tamano de estos marcadores y la probabilidad de detectar un
polimorfismo.

Asi pues, el ADN de la linea parental PS que habia sido digerido y autoligado,
fue amplificado con unos cebadores especificos de la secuencia (132-IPCR-F/132-
IPCR-R, 29-IPCR-F/29-IPCR-R), pero que se habian disefiado en sentido inverso,
para amplificar las regiones exteriores al fragmento de origen (la secuencia de los
cebadores se detallada en el apéndice A.2). Para CTA/ACG-115, observamos
amplificacién de una banda de unos 400 pb (la banda original era de 115 pb) con los
cebadores 29-IPCR-F y 29-IPCR-R a partir de ADN genomico que habia sido digerido
inicialmente con la endonucleasa Taql. Esta banda se recortdé del gel de agarosa, se
purificd, se cloné en el vector pGEM-T y aislamos 14 clones, 8 de los cuales fueron
secuenciados con los cebadores universales M13 (secuencia detallada en apéndice
A.4). El andlisis de estas secuencias y la ordenacién de las mismas, gracias a la diana
de restriccion, nos permitié obtener la secuencia completa de 1 clon de 439 pb (Fig.
5.2). Sobre esta secuencia, se disefiaron nuevos cebadores especificos en los
extremos (M29-F, M29-R) que seran utilizados para amplificar el marcador de PCR
desarrollado a partir de este AFLP.
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120 pb
115 pb

A)

CTA/ACG ACC/ACC

120 pb

«—110pb 115 pb

Fig. 5.1.A) gel de AFLPs con patréon de bandas generadas por las combinaciones de los cebadores
CTA/ACG y ACC/ACC. Los recuadros enmarcan las bandas polimérficas entre 4 lineas resistentes (R) y 4
susceptibles (S). El tamafio de las bandas polimérficas para la combinacion de cebadores CTA/ACG es
de 120 pb y 115 pb, y para la combinacién ACC/ACC es de 110 pb. B) detalle de las bandas polimérficas
recortadas, indicadas con un rectangulo color blanco.
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TCGAATTACAGGTACTITCCTTCTTACAGTTATTAAGTTAATATAATAAGGTACTTCCTTCTTTITTTGTA
M

TCAATTTTTCATCAATTAAGACGACACACAG»GTACATTCAAGCTCCCCCTAAATCTAGGAAAGAATCTT
CTTGAAGACAGTTTGTTGCTCCCCTGAATTCATCATCAAATTTAACTATAGCAGAGTCTTCCTTCATAT
AGCTTATCAACAACATCCTCAATGAATAATCCTCACCAAGTTATATAGCGAACTCCACGTGAATTCTAG
TTTGTTGGTTTTGATATAATTCCTCCGAAAAATCAACATCATCACATCCATAAGCTTATATATATAAAT
TTCAAAATAAATCTTAGCCGAAGATTCCTAATATTTAGGAGGATCTTTTTATCTTTTGAAATTTAATCC

< M29-R
CCATCAATAATAAAAAGGTTCTCGA

Fig. 5.2: Secuencia de un clon de 439 pb obtenida tras la iPCR sobre la linea PS, a partir del AFLP
CTA/ACG-115. La diana de restriccién del enzima Taql esta subrayada. Los nuevos cebadores, M29-F,
M29-R, disefiados sobre esta secuencia, seran los utilizados para el marcador CAPS M29 para el
genotipado de la poblacion F.. El producto de amplificacion entre estos dos cebadores es de 360 pb en
PS y 365 pb en PI.

El producto de la amplificacion con estos cebadores M29-F y M29-R sobre las
lineas parentales PI (365 pb) y PS (360 pb) fue secuenciado y la comparacién entre
ambas revel6 un polimorfismo de restriccion con el enzima Afllll (Fig. 5.3). La
diferencia de tamano entre el alelo Pl y PS certifica el alelismo de los marcadores
originales AFLPs CTA/ACG-115 y CTA/ACG-120. Este polimorfismo fue facilimente
observable en gel de agarosa: Pl presentaba dos bandas de 191 y 174 pb y PS una
Unica banda de 360 pb, por no presentar la diana de restriccidn para el enzima Affll.
Este marcador fue denominado M29 y era de naturaleza codominante, permitia
distinguir los individuos heterocigotos de los homocigotos (Fig. 5.4).

El marcador AFLP ACC/ACC-110 no resulté amplificado mediante la reaccién
de iPCR, por lo que utilizamos el kit Universal Genomewalker™ (Clontech), siguiendo
las indicaciones del fabricante, para conseguir aumentar el tamano de la banda
original de 110 pb. Basicamente, este procedimiento consiste en la digestion del ADN
gendmico con varios enzimas de restriccion (Dral, EcoRV, Pvull y Stul), la ligacion de
unos adaptadores especificos y finalmente, la amplificacion del fragmento con un
cebador especifico del marcador (GSP) y con otro especifico del adaptador (AP2).
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Percent Similarity: 99.164 Percent Identity: 99.164
Match display thresholds for the alignment (s):
| = IDENTITY
: 5
1

PI 1 TCGAGAA&CTTTTTATTATTGAT.GGGATTAAATTTCAAAAGATAAAAAG 49
PS 1 TCGAGAACCTTTTTATTATTGATGEGCATTAAATTICAAAAGATAAAAAG 50
PI 50 ATCCTCC%AAATATTAGéAATCTTCGGéTAAGATTTC&TTTGAAATT&AT 99
PS 51 ATCCICCTARATATIAGEAATCTICCGCTAAGATTIATTTIGARATT..T 98
PI 100 ATATATA%AAGCTTATGéATGTGATGA&GTTGATTTT&CGGAGGAAT&AT 149
PS 99 ATATATATAMGCTIATGGATGIGATGATGIIGATTTTICCGAGGAATTAT 148
PI 150 ATCAAAAéCAACAAACTAGAATTCACG&GTGTGGAGT&CGCTATATAACT 199
PS 149 AICRAAACCAACAAACTAGRATICAC. ...GICGAGTTCGCTATATAACT 194
PI 200 TGGTGAGéATTATTCATfGAGGATGTTéTTGATAAGCAATATGAAGGAAG 249
PS 195 TGGTCAGGATTATICATICAGGATGTTGIIGATAAGCAATATGAAGGRAG 244
PI 250 ACTCTGATATAGTTAAA%TTGATGATGAATTCAGGGGAGCAGCAAAC%GT 299
PS 245 ACICIGCTATAGTTAAATTIGATGATGAATICAGGGGAGCAACARACTGT 294
PI 300 CTTCAAGAAGATTCTTTéCTAGATTTAéGGGGAGCTTéAATGTCCTG%GT 349
PS 295 CTICAAGAAGATICITTCCTAGATITAGGGGGAGCTTGAATGICCTGIGE 344
PI 350 GTCGTCT%AATTGATG 365

PS 345 GICGICTTAATEGATG 360

Fig. 5.3. Comparacion de la secuencia entre las lineas de Pl y PS del marcador M29. En
negrita y cursiva se indican los cebadores especificos M29-F y M29-R. En negrita y
subrayado se indica la diana de restriccion del enzima Afllll (ALCRYGT), presente en la
secuencia de Plyno en PS. (SiendoR=A0G,Y=CoT)

M29

M F> Rle"RSg G~ M

- o
w— — -- -4— 360 pb

--E. ﬂ..<— 1914174 pb

Fig. 5.4. Marcador M29 en gel de agarosa. La banda original amplificada es de 365 pb
en Pl y 360 pb en PS. El enzima de restriccion Afllll digiere la banda de Pl en dos de
191 pb y 174 pb, aunque sdlo sea visible una Unica banda. El parental susceptible PS
no presenta digestion. En la poblacion F2, se observan algunos individuos heterocigotos,
que presentan las bandas de 360, 191 y 174 pb. M: marcador de peso molecular pUC
mix. Pl: parental resistente Pl 161375. PS: parental susceptible Piel de Sapo. C-: control
negativo. F: individuos de la poblacion Fo.
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Tras la amplificacién sobre la linea parental Pl observamos claramente una
banda de aproximadamente 1.2 Kb, correspondiente al ADN que habia sido digerido
con el enzima Pwull. Esta banda fue recortada del gel de agarosa, el producto fue
purificado y secuenciado directamente. Se disefiaron cebadores especificos en esta
secuencia (M132-F/M132-R), se amplificaron sobre las dos lineas parentales Pl y PS y
el producto de PCR de ambas fue secuenciado. El andlisis de las secuencias desvel6
la existencia de un polimorfismo de restriccion para el enzima Tagl, que permitié
distinguir los dos genotipos. Tras la digestidbn con este enzima, se observaban dos
bandas de 750 y 450 pb en el parental resistente Pl y tres bandas de 750, 300 y 150
pb en el parental susceptible PS. Este marcador fue denominado M132, y como el
marcador M29, también era de naturaleza codominante (Fig. 5.5). Las secuencias y
las condiciones de PCR de los marcadores M29 y M132 se detallan en el apéndice
A.3.

M132
M Fa H PIPS C- M

750 pb

450 pb

300 pb

150 pb

Fig. 5.5. Gel de agarosa mostrando el marcador M132. El tamafio de la banda original amplificada es
de aproximadamente 1.2 Kb. La digestion con Tagl en Pl origina dos bandas de 700 pb y 450 pb. La
linea PS presenta otra diana de restriccion en el fragmento de 450 pb dando lugar a dos bandas de
300 pb y 150 pb. El fragmento de 150 pb es casi inapreciable en el gel. El hibrido (H) presenta las
bandas comunes a los dos parentales. M: marcador de peso molecular pUC mix. PI: parental
resistente Pl 161375. PS: parental susceptible Piel de Sapo, H: Hibrido, F2: individuos de la poblacion
Fa

5.2.1.2. Conversion de marcadores RAPD en marcadores de PCR

Los marcadores RAPD (OPX15-1.06, OPD08-0.80) que habian sido
cartografiados en las poblaciones de LDHs y F, (capitulo 4), fueron convertidos en
marcadores de PCR. Para ello, las bandas polimérficas fueron recortadas del gel de
agarosa, purificadas, clonadas y secuenciadas. El andlisis de las secuencias de estos
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dos marcadores RAPD permitio el disefio de nuevos cebadores especificos (X15-
F/X15-R en la secuencia del OPX15-1.06, D08-F/D08-R en la secuencia del OPD08-
0.80) de mayor longitud que los cebadores RAPD originales de 10 pb. La amplificacién
con estos cebadores permitié su amplificacion especifica. EI marcador derivado del
RAPD OPX15-1.06 fue un marcador tipo SCAR, denominado X15, que soélo
amplificaba una banda de 1.1 Kb. en PI (Fig. 5.6), por tanto era un marcador de
naturaleza dominante. No se consiguié amplificar las dos lineas parentales con este
marcador, a pesar de que se disefaron varios pares de cebadores con este objetivo
(datos no mostrados).

El marcador derivado del RAPD OPD08-0.80 fue transformado en un marcador
codominante tipo CAPS, denominado D08, que amplificaba una banda de 750 pb en
los dos parentales. La secuenciacion del producto de PCR reveld un polimorfismo de
restriccién con el enzima EcoRV (Fig. 5.7). Las secuencias de los cebadores y las
condiciones de PCR de los marcadores X15 y D08 se describen en el apéndice A.3.

X15

Pl SESESSN Fig. 5.6. Marcador SCAR X15 visualizado en gel de agarosa generado a partir

del RAPD OPX15-1.06. La banda amplificada en la linea Pl es de 1.1Kb. PI:
parental resistente Pl 161375, PS: parental susceptible Piel de Sapo, C-:
control negativo, M: marcador DNA A EcoRI/Hindlll.

.- <«— 1.1 Kb

T

]
|

D08

Fig. 5.7.Marcador CAPS DO08. El tamafo de la banda
original amplificada es de 750 pb. La digestion con el
enzima EcoRV en el parental resistente PI origina dos
bandas de 560 pb y 190 pb. El parental susceptible
PS no presenta esta diana de restriccién. En el
hibrido se observan las bandas comunes a los dos
parentales. Pl: parental resistente Pl 161375. PS:
parental susceptible Piel de Sapo. H: Hibrido. M:  190pb —
marcador peso molecular pUC Mix

750 pb —>
560 pb —

5.2.2. Busqueda de recombinantes entre los marcadores M29, M132, X15 y D08
La poblacion F, de 408 individuos fue genotipada con los marcadores M29,

M132, X15 y DO08. Se identificaron un total de 91 recombinantes entre los dos

marcadores que flanquean la regién del gen nsv, M29 y D08, de los cuales 26 se
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localizaban entre los marcadores M29 y M132, y 65 entre los marcadores M132 y D08.
Para el marcador X15, s6lo se pudo conocer su localizacidbn aproximada entre los
marcadores M29 y M132, debido a su caracter dominante (Fig. 5.8).

5.2.3. Cartografiado del locus nsv en el mapa genético de melén de la poblacion
F2

Los 91 individuos recombinantes entre los marcadores M29 y D08, fueron
transplantados a suelo y autofecundados. Unicamente 46 produjeron semillas, que
utilizamos para realizar el test de progenie F3. El resto de individuos no produjo frutos
o los frutos no se desarrollaron bien produciendo semillas vacias. Asi pues, cabe
remarcar que el gen nsv fue cartografiado en el mapa genético Unicamente respecto a
los 46 individuos recombinantes de los que se obtuvo semillas y en los que realizd el
test de progenie.

Tras la inoculacion mecanica con el virus MNSV de 20 individuos de cada
familia F, (seccion 3.2) se observaron los sintomas al cabo de unos 5 dias. La
segregacion observada fue 3:1, con un total de 28 familias heterocigotas (Nsv/nsv), 8
familias que no presentaron ningun sintoma (resistentes) (nsv/nsv) y 10 que
presentaban lesiones en todos ellas (susceptibles) (Nsv/Nsv). Estos resultados nos
permitieron cartografiar el gen nsv en la poblacion F»,, entre el marcador M29 (7
recombinantes) y el marcador M132 (5 recombinantes) (Fig. 5.8).

91/408

A
A 4

26/408 nsv 65/408

M29 <

v
=
—t
I
N

A

X15

» DO8

A
v
A
\4

7 rec 5rec 34rec

A

46 rec

v

Fig. 5.8. Mapa genético de la region cercana al gen nsv en la poblacion Fz de 408 individuos, en el que
se incluyen los marcadores flanqueantes M29, X15, M132 y D08. En la parte superior, en rojo, se
indican los recombinantes totales entre los marcadores: 91 recombinantes entre los marcadores
flanqueantes M29 y D08, distribuidos en 26 entre los marcadores M29 y M132 y 65 entre los
marcadores M132 y D08. En la parte inferior del mapa, en azul, se indican los 46 recombinantes
testados para la resistencia a MNSV. La posicion del marcador X15 indicada es aproximada.
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5.2.4. Identificacion de BACs positivos para los marcadores, desarrollo de
nuevos marcadores a partir de sus extremos y construccion del mapa fisico

A continuacién, se detalla la elaboracién del mapa fisico de la region del gen
nsv. Todas las secuencias de los cebadores especificos de los extremos de los BAC,
las condiciones de PCR y el tamano de las bandas amplificadas se detallan en el
apéndice A.6.1. Los polimorfismos detectados utilizados para cartografiar los
marcadores desarrollados a partir de los extremos de los BACs (denominados
extremos sp6 y U) se detallan en el apéndice A.6.3.

5.2.4.1. Identificacion de los clones BAC 7K20, 5A6 y 38B12

La identificacién de clones BAC positivos para los marcadores de la fig. 5.8 y la
secuenciacion de sus extremos fue realizada por el Dr. van Leeuwen del IBMB-CSIC
de Barcelona. En cambio, el cartografiado de los extremos de los BACs en el mapa
genético de la poblacion F, como nuevos marcadores y la orientacion de los BACs en
el mapa fisico fue realizado en nuestro laboratorio.

Los marcadores M29, X15 y M132 (marcadores flanqueantes mas cercanos al
gen nsv) se utilizaron inicialmente para cribar la genoteca de BACs de mel6n de la
linea resistente PIT92, y se identificd al menos un clon BAC positivo para cada uno de
ellos: 7K20, 5A6 y 38B12 respectivamente. Tras la secuenciacion de los extremos de
estos clones y el disefo de nuevos cebadores especificos de los mismos, la
comparacion de las secuencias del producto de PCR obtenido a partir de las dos
lineas parentales revel6 polimorfismos detectados con digestion mediante enzimas de
restriccion. Asi pues, se cartografiaron el extremo U del BAC 7K20 mediante digestion
con el enzima Ear (denominado marcador 7K20U), el extremo sp6 del BAC 5A6
mediante digestion con el enzima Tagl (denominado marcador 5A6sp6) y el extremo U
del BAC 38B12 mediante digestién con el enzima EcoRl (denominado marcador
38B12U) como nuevos marcadores CAPS (Fig. 5.9).

La secuenciacién del extremo U del BAC 5A6 revel6 un polimorfismo tipo SSR,
y tras disenar nuevos cebadores (5A6U-F/5A6U-R-SSR) en la regién flanqueante al
SSR y deteccion en gel de acrilamida con marcaje radiactivo, se desarrollo el
marcador 5A6U-SSR (Fig. 5.10).
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A) 38B12U B) 7K20U C) 5A6sp6
M Pl PS C-
M Pl PS C-
M Fe PIPSHC-M
624 =
300 - 390
- 260
130

Fig. 5.9. A) Marcador 38B12U. El tamano de la banda original amplificada es de 624 pb. La digestién con
el enzima EcoRlI en el parental resistente Pl origina dos bandas de unos 300 pb. El parental susceptible PS
no presenta esta diana de restriccion. B) Marcador 7K20U. El tamafo de la banda original amplificada es
de 539 pb. La digestién con Ean en el parental resistente Pl origina una banda de 469 pb y otra de 70 pb,
no es visible en el gel. El parental susceptible PS no presenta esta diana de restriccion. En los individuos
heterocigotos se pueden observar los dos fragmentos. C) Marcador 5A6sp6. El tamafo de la banda
original amplificada es de 650 pb. La digestion con Tagl en el parental resistente Pl origina una banda de
390 pb y otra de 260 pb. El parental susceptible PS presenta otra diana de restriccion en la banda de 260
pb originando dos bandas de unos 130 pb. Las bandas polimorficas entre los dos parentales son las de
260 y 130 pb, la banda de 390 pb aparece en ambos. PI: parental resistente Pl 191375. PS: parental
susceptible Piel de Sapo. F2: individuos de la F2. H: hibrido. M: marcador peso molecular pUC Mix. C-:
control negativo.

5A6U-SSR

PI PS S H R
“—>

Fig. 5.10. Gel de acrilamida que muestra el marcador microsatélite 5A6U-SSR. Se muestran algunos
individuos de la poblaciéon F2: S son individuos que presentan genotipo susceptible, como PS; R son
individuos que presentan el genotipo resistente, como PI; H son los individuos hererocigotos. Las fechas
indican las bandas polimérficas. La banda de mayor tamario esta ligada al alelo de susceptibilidad y la de
menor tamano esté4 ligada al alelo de resistencia. Pl: linea resistente Pl 161375, PS: linea susceptible Piel
de Sapo.
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No se observaron polimorfismos entre las secuencias de los extremos sp6 de
los BACs 7K20 y 38B12, incluso tras haber secuenciado regiones interiores
adicionales del extremo del BAC (van Leeuwen, comunicacién personal), por este
motivo no pudieron ser mapeados.

Los nuevos marcadores que se desarrollaron a partir de los extremos de los
BACs se cartografiaron en la poblaciéon F,. Como hemos comentando en el apartado
5.2.3, el gen de resistencia nsv fue cartografiado en la poblacion F, utilizando una
subpoblacién de los individuos recombinantes (ver Fig. 5.15, distancias de la parte
inferior del mapa). En cambio, los marcadores fueron cartografiados respecto al total
de los recombinantes (en Fig. 5.15, distancias de la parte superior del mapa). Por esta
razon a partir de ahora hablaremos de dos distancias a las que se encuentran los
marcadores: la distancia respecto al gen nsvy la distancia entre marcadores.

El marcador que se encontraba mas cercano al gen nsv fue el 5A6sp6, a sélo 1
recombinante del gen (y a 20 recombinantes del marcador M29). EI marcador 5A6U-
SSR, desarrollado a partir del otro extremo del mismo BAC (5A6), se localizaba a 5
recombinantes del gen nsv (y a 25 recombinantes del marcador M29). El marcador
38B12U cosegregaba con el 5A6U-SSR. En el lado del marcador M29 se localizaba el
7K20U en la direccidn contraria al gen de resistencia (Fig. 5.15).

5.2.4.2. Identificacion del BAC 30L11

El segundo cribado de la genoteca de BACs se realiz6 con el marcador mas
cercano al gen nsv, 5A6sp6, y se identificaron varios clones positivos, entre ellos el
BAC 30L11. Sus extremos fueron secuenciados y se disefiaron nuevos cebadores
especificos en el extremo sp6 (30L11sp6-F y 30L11sp6-R) y en el extremo U (30L11U-
F y 30L11U-R). La orientacion del BAC 30L11 mediante amplificacion por PCR con
estos cebadores y el ADN del BAC 5A6 nos indicé que el extremo 30L11sp6 era el
mas cercano al gen nsv, por que no amplificaba el BAC 5A6 (datos no mostrados), y
por tanto, s6lo buscamos polimorfismos en este extremo para proceder a su mapeado.

El producto de PCR con los cebadores del extremo 30L11sp6 era una banda
de 432 pb. Este producto de amplificacion sobre Pl y PS fue clonado y secuenciado y
su analisis revelé un unico polimorfismo: la linea resistente Pl presentaba una
inserciéon de una adenina (A) en la posicién 130. En este caso, se procedié a la
secuenciacion directa del producto de PCR de los individuos recombinantes entre el
gen nsv y el marcador 5A6sp6 para cartografiar el extremo 30L11sp6 y éste fue
también mapeado a 1 recombinante del gen nsv, pero, sin embargo, a 19
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recombinantes del marcador M29, uno menos que el marcador 5A6sp6. Por tanto, el
marcador 30L11sp6 era el mas cercano al gen nsv hasta el momento (Fig. 5.15).

5.2.4.3. Identificacion del BAC 5B3

Este nuevo marcador, el 30L11sp6, fue utilizado para cribar de nuevo la
genoteca de BACs en busca de clones mas cercanos al gen. Se identificaron varios
BACs positivos, uno de ellos era el 5B3 (van Leeuwen, comunicacién personal), cuyos
extremos fueron secuenciados. Como en los casos anteriores, se disefiaron cebadores
especificos en las secuencias de los extremos, orientamos el BAC y buscamos
polimorfismos en el extremo mas cercano al gen, en este caso el extremo sp6. La
secuenciacion del producto de PCR de las dos lineas parentales obtenido con los
cebadores 5B3sp6-F/5B3sp6-R reveld un polimorfismo detectado tras la digestion con
el enzima de restricciébn Taql. La banda original amplificada era de 150 pb y tras la
digestién la linea PI presentaba bandas de 130 y 20 pb. La linea PS no contiene esta
diana de restriccién (Fig. 5.11). Este nuevo marcador CAPS 5B3sp6 fue cartografiado
en la poblacion F, también a 1 recombinante del gen nsv, y sin embargo 18
recombinantes del marcador M29, uno menos que el anterior marcador 30L11sp6,
convirtiéndose el marcador 5B3sp6 en el mas cercano al gen nsv en este momento
(Fig. 5.15).

5B3spb6

150 pb
130 pb

Fig. 5.11. Marcador 5B3sp6. La banda amplificada es de 150 pb. La digestién con Taqgl genera dos
bandas de 130 y 20 pb en PI, ésta ultima no es visible en el gel de agarosa. No hay digestién en
PS. PI: linea parental resistente. PS: linea parental susceptible Piel de Sapo. M: marcador de peso
molecular pUC Mix.
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Asi pues, se obtuvieron 3 marcadores, 5A6sp6, 30L11sp6 y 5B3sp6, que
cosegregaban a 1 recombinante del gen nsvy que a su vez, se cartografiaron a 20, 19
y 18 recombinantes del marcador M29, respectivamente (ver Fig. 5.15).

5.2.4.4. Identificacion del BAC 52K20

Con el marcador 5B3sp6 se identific6 un nuevo BAC, el 52K20. Tras la
secuenciacion de sus extremos y el disefio de cebadores especificos en estas
regiones, el BAC 52K20 fue orientado, siendo el extremo sp6 el mas cercano al gen, y
por tanto, el candidato a cartografiar en el mapa genético. El Unico polimorfismo
observado, tras la secuenciacion de regiones interiores adicionales del extremo sp6
del BAC 52K20 entre las dos lineas parentales, era un SNP localizado en la posicién
743. La linea Pl y el BAC 52K20 presentaban una guanina (G), mientras que en PS
presentaba una adenina (A) (Fig. 5.12). Este SNP fue cartografiado en la poblacién F,
de 408 individuos como un nuevo marcador, 52K20sp6, mediante la técnica SNaPshot
(seccion 3.11.7) (H. van Leeuwen, comunicacion personal) con el cebador interno
52k20sp6-SNP (secuencia detallada en apéndice A.6.2). No se detectd ningun evento
de recombinacion entre este marcador y el gen nsv. Por lo tanto, el marcador
52K20sp6 cosegregaba con el gen nsv (Fig. 5.15).

-11 P3-R_2.9.92 X ¥ |0 250 240 230

s T [ITATC TTCATTCARTGAARARACAARTTAGTACATAAT TAG
nul :l:l

Dirf

Quit s

-7 PI-R_1.9.92 X ¥ 250 240 230 220

s [ITATCT TCAT T TCATGARARAARGCA AT TA GTAC ATA AT TAE
nul jj

Dirf

Quit

-4 52K20b-R_2.9.92 X Y 250 240 220

Infnl

Dirf

Quit

Fig. 5.12. SNP (“Single Nucleotide Polymorphism”) detectado en la secuencia del extremo del BAC
52K20sp6. La posicion del SNP estad indicada por una linea azul vertical. La secuencia superior
pertenece a PS, (donde observamos una A), la del medio a Pl y la inferior al BAC 52K20 (ambos
presentan una G). Este SNP es el unico polimorfismo entre PS y Pl en el extremo del BAC 52K20.
(Figura cortesia del Dr. van Leeuwen).
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5.2.4.5. Identificacion del BAC 1-21-10

Por otro lado, el cribado de la genoteca generada a partir de la linea parental
susceptible WMR-29 (URGV-INRA) (seccién 3.13.1) con el marcador 5B3sp6 nos
permitio identificar varios BACs positivos, entre ellos el BAC 1-21-10. La identificacién
del clon 1-21-10 se describe detalladamente en el capitulo 6 (secciones 6.2.4. y 6.2.5).
Sus extremos fueron secuenciados y disefiamos cebadores especificos, tanto en el
extremo L (1L3-F/1L3-R) como en el extremo R (1R3-F/1R3-R). La amplificacién de
estos cebadores con el ADN de los BACs 5B3, 52K20, 30L11, 5A6 y 10G6 nos
permitié orientar el clon 1-21-10, siendo el extremo L el mas lejano del "contig". Esto
se dedujo por que el extremo L (marcador 1L3) no amplificaba ninguno de los clones
del “contig”, mientras que el extremo R (marcador 1R3) amplificaba el ADN de dos
BACs, el 52K20 y 5B3 (Fig. 5.13). Por tanto, el extremo L debia ser cartografiado.

A) B)
1L3 1R3

Fig. 5.13. Ejemplo de amplificaciones de PCR para orientar un BAC, en este caso el clon 1-21-10. A)
Gel de agarosa donde se observa la amplificacion con los cebadores del extremo L, el marcador 1L3
s6lo amplifica las dos lineas parentales. B) La amplificacién con los cebadores del extremo R del BAC
1-21-10, marcador 1R3, amplifica dos de los clones BAC: 52K20 y 5B3, por tanto el extremo L era el
mas lejano del "contig". Pl: Pl 1613765, PS: “Piel de Sapo”, 1: BAC 52K20, 2: BAC 5B3, 3: BAC 30L11,
4: BAC 5A6, 5: BAC 10G6, C-: control negativo. M: marcador de peso molecular pUC Mix.

Una vez secuenciado el producto de PCR del extremo L del BAC 1-21-10, se
identific6 un SNP entre las secuencias de las dos lineas parentales: en la posicion 219
de la secuencia Pl presentaba una A mientras que en PS habia una G. Al igual que un
SNP anterior, éste fue identificado en los individuos recombinantes de la poblacion F»
de 408 individuos mediante la técnica de SNaPshot, con el cebador interno 1L3-SNP
(secuencia detallada en el apéndice A.6.2) (Fig. 5.14). El nuevo marcador 1L3 fue
cartografiado a 2 recombinantes del gen nsv y también a 2 recombinantes respecto al
marcador 52K20sp6, en el lado del marcador M29. En este caso el numero de

recombinantes entre el marcador 1L3 y el gen nsv coincide con los recombinantes
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entre 1L3 y 52K20, a diferencia de lo que ocurre con el resto de marcadores. La
localizacién del marcador 1L3 en el lado del marcador M29 nos indicaba que el BAC 1-
21-10 contenia fisicamente el gen nsv (Fig. 5.15).

SNP 1L3

25 G I|\ 35 25 G A 35
|

/\ 242 /K 121
J&A 243 \ 215
[L\ 360 PI

ﬂ\ 404 /{f\_ PS

Fig. 5.14. Deteccion del SNP 1L3 con la técnica de SNaPshot en las lineas parentales Pl y PS y en
algunos individuos recombinantes de la poblaciéon F,. Se muestra el producto de extension de cebador
Unico. El pico de menor peso molecular corresponde con el alelo G, presente en la linea resistente Pl y
el pico de mayor peso molecular corresponde con el alelo A, presente en la linea susceptible PS. Los
individuos heterocigotos presentan los dos picos correspondientes a los dos alelos (individuos 242, 243
y 215). Los numeros de la parte superior de la figura indican el tamafo del producto de extension en pb.
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Fig. 5.15. Mapa genético de media resolucién y mapa fisico de la region del gen nsv en el grupo 11 de
ligamiento de melén, generado en la poblacion F» de 408 individuos. Las distancias genéticas estan
expresadas como eventos de recombinacién. En rojo se indican las distancias y las posiciones
Unicamente entre los marcadores de la poblacién completa F», sin el gen de resistencia nsv. En azul se
indican los eventos de recombinacion entre los marcadores M29 y D08 de los 46 individuos
recombinantes de la poblacion Fz, en los que se realiz6 el test de resistencia a MNSV y que sirvi6 para
cartografiar el gen nsv. El mapa fisico muestra los BACs que forman el "contig" como lineas horizontales
mas gruesas, ademas de otros BACs (lineas de menor grosor) que se han ido hallando durante el cribado
de la genoteca, pero cuyos extremos no fueron mapeados. Los BACs de color negro provienen de la
genoteca de la linea resistente PIT92, y el BAC de color azul de la genoteca del parental susceptible
WMR-29. Las lineas verticales discontinuas indican que existe amplificacién del extremo de un BAC sobre
el resto de BACs y las de mayor grosor ademas indican que esos extremos han sido cartografiados en el
mapa genético. Las lineas blancas diagonales, dibujadas sobre el eje del mapa genético, indican que las
distancias genéticas no son proporcionales. La representacion de los BACs no es exactamente
proporcional al tamafo real. En el recuadro de la derecha se muestran los tamafos de los BACs
obtenidos mediante PFGE.

5.3. DISCUSION

En este capitulo se describe la construccion de un mapa genético de mediana
resolucion en una poblacion F, (Pl x PS) de 408 individuos y un mapa fisico de BACs
de la region del gen nsv.

El mapa genético que hemos desarrollado presenta una resolucion del 0.12 cM,
un valor mayor que el obtenido en el mapa de la poblacion de LDHs de 69 individuos
(1.5 cM). Este aumento de resolucion se debe al mayor tamaro de la poblacién F, y ha
permitido la separacion de dos marcadores, OPX15-1.06 y ACC/ACC-110, que
cosegregaban con el gen en la poblacion de LDHs (capitulo 4). El hecho de que estos
dos marcadores cosegregaban con el gen indicaba que se localizaban a una distancia
menor de 1.5 cM en la poblacion de LDH. Concretamente, el marcador ACC/ACC-110
(convertido en el marcador M132 en la poblacion F,) se localiza aproximadamente a
10 recombinantes del gen en la poblacién F,, o sea, a una distancia aproximada de
1.22 cM, confirmando asi los datos obtenidos en la poblacién de LDHs. Por otro lado,
el intervalo genético entre los marcadores que inicialmente flanqueaban al gen en la
poblacion F, (M29 y M132) es de 3.18 cM (26 recombinantes).

Una de las herramientas Utiles para cribar poblaciones de gran tamaro es la
utilizaciébn de marcadores moleculares de PCR, que permiten genotipar grandes
poblaciones de una manera mas rapida y eficaz que los marcadores originales de los
que provienen. En nuestro caso, los marcadores AFLPs CTA/ACG-115 y ACC/ACC-
110 y el RAPD OPDO08-0.80, fueron convertidos en los marcadores codominantes
CAPS M29, M132 y D08, respectivamente. Este tipo de marcador es de facil utilizacion
y es mas versatil que los AFLPs o RAPDs. Se pueden utilizar en poblaciones F, y BC1
sin perdida de informacién, distinguiendo entre individuos heterocigotos y
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homocigotos. Por otro lado, el marcador RAPD OPX15-1.06 soélo pudo ser
transformado en un marcador de PCR dominante, X-15, por lo que su localizacién en
el mapa genético fue aproximada, aunque fue muy Util en la identificacién de clones
BAC.

A pesar de la naturaleza dominante de los marcadores AFLPs, la
secuenciacion de los marcadores AFLPs CTA/ACG-115 y CTA/ACG-120 ha
demostrado que son las formas alélicas del mismo locus, y por tanto, en este caso, se
trataria de un AFLP codominante.

Para la construccion del mapa fisico, se utilizaron inicialmente los marcadores
flanqueantes y ligados al gen nsv de la poblaciéon F, (M29, X15 y M132). Estos fueron
utilizados para identificar los primeros BACs que cubrieran el intervalo fisico del gen
diana y las secuencias de sus extremos fueron utilizadas para desarrollar marcadores
de PCR usados para analizar las plantas recombinantes entre los marcadores
flanqueantes. De esta forma, tras 5 rondas de identificacion de BACs se obtuvo un
"contig" de la regién y finalmente, un BAC que contenia fisicamente el gen nsy, el clon
1-21-10 que pertenecia a la genoteca de BACs de la linea susceptible WMR-29. De
esta manera, se identificaron nuevos marcadores estrechamente ligados al gen
desarrollados a partir de los extremos de los BACs, entre ellos los nuevos marcadores
flanqueantes,1L3 y 5B3sp6, que definen un intervalo de 0.49 cM, a 0.245 cM del gen
nsv cada uno, y el marcador 52K20sp6 que cosegrega con el mismo.

Un alto grado de polimorfismo entre las especies facilita la identificacion de
marcadores polimorficos esenciales para la construccion de mapas. En nuestro caso,
el alto grado de polimorfismo entre la linea parental resistente Pl y las susceptibles PS
y Ved (ésta ultima es una linea parental susceptible a MNSV de la poblacién BC1) ha
permitido la identificacién y el mapeado de marcadores polimérficos en los mapas
genéticos de las poblaciones F, y BC1. Estos tres genotipos pertenecen a grupos
genéticamente muy distantes: Pl pertenece al grupo conomon mientras que PS y Ved
se incluyen en los grupos inodorus y cantalupensis, respectivamente (Monforte y col.,
2003).

El éxito del clonaje posicional a menudo depende de la existencia de eventos
de recombinacién entre los cromosomas de los dos parentales utilizados para obtener
la poblacién segregante, y por tanto, de la relacién distancia fisica/genética (Kb/cM) en
la region de interés. Se ha sugerido que la falta de recombinacion puede estar
relacionada con la divergencia entre los genotipos, y por tanto, la presencia de
secuencias no homélogas en la regién cercana al gen podria contribuir a la supresion

de la recombinacién. Los eventos de recombinacion pueden variar entre especies
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distintas, siempre que sea posible la fecundacién entre ellas, e incluso dentro de la
misma especie. Se conocen casos donde la recombinacion esta suprimida, sobretodo
en regiones cercanas al centrémero y en algunas regiones teloméricas, en las que la
relacién Kb/cM aumenta mucho. En tomate se ha descrito una region que presenta la
recombinacién muy suprimida con una relacién 6800 Kb/cM, mientras que la relacion
teérica es de 750 Kb/cM. Esta se encuentra en el cromosoma 9 en la regién donde se
localiza el gen Tm2a que confiere resistencia al virus del mosaico del tomate (ToMV)
(Pillen y col., 1996). Sin embargo, se han encontrado otras regiones donde esta
relacion es muy pequefia, como ocurre en la region del cromosoma 11 cercana al gen
12 de resistencia a Fusarium oxysporum con 43 Kb/cM (Simons y col., 1998). En
meldn, la relacion media encontrada en el cromosoma 5 es de 227 Kb/cM, en la region
donde se localiza el gen Fom-2 que confiere resistencia al hongo Fusarium oxysporum
f.sp. melonis razas 0 y 1, aunque se han descrito variaciones dentro de esta misma
region, que pueden ir desde 150 Kb/cM hasta 630 Kb/cM (Joobeur y col., 2004). En la
regién del gen nsv, la relacion encontrada en la poblacion F, fue de 228 Kb/cM,
obtenida gracias al mapeado de los dos extremos del BAC 5A6 (140 Kb) que estaban
separados por 5 eventos de recombinacién. Esta relacidén coincide con la obtenida en
la regién del Fom-2 y es del mismo orden del promedio tedrico calculado para la
especie (380 Kb/cM) (capitulo 4), lo que sugiere que en esta regidén no existe una gran
inhibicion o supresion de la recombinacion, lo que facilitara el clonaje del gen nsv.

Esto hecho es realmente importante, ya que se han dado casos, en que la
existencia de la supresién de recombinacién ha dificultado el clonaje del gen de
interés, como fue el caso del gen Mi de tomate que confiere resistencia al afido
Macrosiphum euphorbiae y al nematodo Meloidogyne incognita (Rossi y col., 1998). La
utilizacién de una poblacion segregante obtenida tras el cruzamiento de Lycopersicon
peruvianum, que contiene el gen Mi, y de L. esculentum fue un problema debido a que
la recombinacién estaba totalmente suprimida en esta region y no se observaron
eventos de recombinacién entre los marcadores y el gen (Kaloshian y col., 1995;
Kaloshian y col., 1998).

La construccion del mapa genético en la poblacién F, es un paso crucial para el
éxito del proyecto del clonaje posicional del gen nsv en melén, ya que permite conocer
la posicién precisa del gen de interés y el andlisis de los ratios de recombinacién de la
region. Ademads, también sera muy Util para seleccionar los marcadores mas
apropiados para ser utilizados en programas de mejora genética mediante seleccidon
asistida por marcadores (MAS), para la introduccion del alelo nsv en lineas
comerciales. Los marcadores mas adecuados para MAS serian aquellos que se
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localizan mas cerca del gen, por tanto, los marcadores 1L3 y 5B3sp6, que se
encuentran a 0.25 cM y 52K20sp6 que cosegrega con el gen. Pero antes, los
marcadores 1L3 y 52K20sp6 deberian ser transformados en marcadores de PCR, més
adecuados para ser utilizados en programas de mejora genética. Ademas, estos
marcadores no han sido probados en otro germoplasma de melén diferente de las
lineas parentales, por lo que todavia no se conoce su eficacia. Pero sin duda, el mejor
marcador para MAS sera aquel marcador que sea desarrollado directamente sobre el
gen de resistencia, una vez que éste haya sido identificado.

En este capitulo hemos desarrollado un mapa genético de media resolucién en
una poblacion F, de 408 individuos y un mapa fisico de la region del gen nsv,
identificando el BAC 1-21-10 que lo contiene fisicamente. Llegado a este punto, la
construccion de un mapa genético de alta resolucion no hubiera sido necesaria. Sin
embargo, la justificacion del desarrollo de un mapa genético de alta resolucién se debe
a que su construccién se inicid antes de obtener el mapa genético de la F, completo,
antes de identificar el clon BAC que contiene al gen, y se pens6 que probablemente
seria necesario tener un mapa de mayor resolucion para conseguir nuestros objetivos.
Ademas, la construcciéon del mapa genético de alta resoluciéon nos permitié trabajar en
colaboracién con el grupo de clonaje posicional de URGV-INRA. Por estas razones, se
desarroll6 un mapa genético de alta resolucion en una poblacion BC1 de 2727
individuos, que sera descrito en el capitulo siguiente.
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6. MAPA GENETICO DE ALTA RESOLUCION Y MAPA FiSICO DEL LOCUS
nsv EN UNA POBLACION BC1

6.1. INTRODUCCION

Mientras se cartografiaron los ultimos marcadores en el mapa genético de la
poblacion F, de 408 individuos en nuestro laboratorio (capitulo 5), iniciamos la
elaboracion de un mapa genético en una poblacion BC1 [(Ved x PI) x PI] de 2727
individuos, en colaboracion con el grupo de clonaje posicional del Dr. Bendahmane
(URGV-INRA, Evry), con el objetivo de aumentar la resolucién del primer mapa
genético obtenido. Para ello, utilizamos los marcadores moleculares generados a partir
de la poblacién F,, concretamente los marcadores de PCR que flanqueaban el gen nsv
en el momento de iniciar el nuevo mapa, M29 y 5A6sp6 (Fig. 5.15). La conversion de
estos marcadores CAPS en marcadores especificos de alelo nos permitié genotipar la
poblacién de gran tamafio de manera rapida y econémica, ya que una unica reaccion
de PCR por marcador permitié genotipar los 2727 individuos de la poblacién BC1. El
cribado de la genoteca de BACs de la linea de meldn susceptible WMR-29 con
algunos marcadores descritos en el capitulo anterior nos permitié identificar un clon
que contenia fisicamente el gen nsv.

Por otro lado, antes de empezar a trabajar con la poblacion BC1 fue necesario
confirmar que los marcadores M29 y 5A6sp6 flanqueaban al gen nsv en la nueva
poblacién. Para ello se utilizé una poblacién de 100 lineas RILs, generada a partir de
las mismas lineas parentales que la poblacién BC1 (Pl y Ved) (Périn y col., 2002).

6.2. RESULTADOS

6.2.1. Desarrollo de los marcadores especificos de alelo

En primer lugar, los productos de amplificacion de los dos marcadores M29
(seccion 5.2.1.1) y 5A6sp6 (seccion 5.2.4.1) en las lineas parentales Pl y Ved fueron
secuenciados. Se disefiaron varios cebadores, todos ellos en regiones que presentan
mutaciones puntuales entre los dos genotipos, Pl (nsv/nsv) y Ved (Nsv/Nsv), de
manera que incorporaban en el extremo 3’ del cebador la mutacion presente en la
linea susceptible, para asi obtener s6lo amplificacién en aquellas lineas que presentan
el alelo susceptible (Nsv).

Para el marcador M29, disefiamos 5 cebadores diferentes en la regiéon 5
(cebadores F) y 3 en la region 3’ (cebadores R). En el caso del marcador 5A6sp6,
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disefiamos 2 cebadores en la region 5’ y 2 en la regién 3'. El disefio y la secuencia de
todos estos cebadores se detalla en el apéndice A.5.1. Los cebadores varian en la
longitud y en la/s mutacioén/es puntual/es incorporada/s en el extremo 3’. Se probaron
todas las posibles combinaciones de PCRs con estos cebadores (datos no mostrados)
y escogimos aquella combinacion que amplificé intensamente una Unica banda del
tamano esperado en la linea Ved y que no amplificaba en PI.

En el caso del marcador M29, la combinacion éptima de cebadores fue ns1-
F2c/ns1-R2b (Fig. 6.1) que amplificé unicamente una banda de 237 pb en la linea Ved.

Este marcador fue denominado ns1.

A) M29 B) ns1
Pl Ved C- M PEEVeG- C.. M2
e

' —-——

.- I::> — " «— 237pb

Fig. 6.1. A) Gel de agarosa donde se observa el marcador CAPS M29. B) El marcador especifico de
alelo ns1, desarrollado a partir de M29, amplifica s6lo en el genotipo susceptible Ved (banda de 237
pb). PI: Pl 161375. Ved: Vedrantais. C-: control negativo. M1: marcador peso molecular pUC Mix.
M2: marcador peso molecular 100pb DNA ladder .

En el caso del marcador 5A6sp6, la combinacion de cebadores ns2-F1b/ns2-
R1b amplificé una intensa banda de 492 pb (Fig. 6.2) y el marcador desarrollado a
partir de 5A6sp6 se denominé ns2. El resto de combinaciones de cebadores no
amplificaron de manera tan 6ptima y fueron descartados (datos no mostrados). Las
condiciones de PCR de los marcadores especificos de alelo ns1 y ns2 se detallan en
el apéndice A.5.2.
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A) 5A6sp6 B) ns2

M1 Pl  Ved C- Pl Ved C- M2

o

ey — > - m— 492 pb

Fig. 6.2. A) Gel de agarosa donde se muestra el marcador CAPS 5A6sp6. B) Marcador especifico de
alelo ns2 desarrollado a partir del anterior, amplifica s6lo en el genotipo susceptible Ved una banda de
492 pb. PI: PI 161375, Ved: Vedrantais, C-: control negativo, M1: marcador peso molecular pUC Mix.
M2: marcador peso molecular 100pb DNA ladder.

6.2.2. Test de resistencia al MNSV en la poblacion BC1

Una semana después de la inoculacion con el virus MNSV en la poblacion BC1
de 2727 individuos, realizada en el INRA de Montfavet, se evalud el genotipo de cada
individuo. La segregacién observada fue 1:1 con 1355 individuos resistentes y 1372
individuos susceptibles y un valor para la x?= 0.10 n.s. Esta es la segregacion
esperada para una poblacion BC1. También se realiz6 la recoleccion de material
vegetal de toda la poblacién en placas de 96 pocillos para llevar a cabo las
amplificaciones de PCR con los marcadores flanqueantes ns1 y ns2.

6.2.3. Busqueda de individuos recombinantes entre los marcadores flanqueantes
ns1y ns2 y cartografiado del gen nsv en la poblaciéon BC1

La amplificacion con los marcadores ns1 y ns2 sobre las lineas RILs confirmé
que éstos flanqueaban al gen nsv en esta poblacién (Bendahmane, comunicacién
personal) y que podian ser utilizados para genotipar los individuos de la poblacion
BC1. Descartamos asi, posibles errores de posicion de los marcadores en el mapa
genético de la poblacién F, (capitulo 5).

Una vez realizada la extraccion del ADN en placas de 96 pocillos de la
poblacién BC1, llevamos a cabo las amplificaciones con los marcadores especificos de
alelo ns1 y ns2 sobre el total de individuos. Aquellos que presentaban amplificacion
con los dos marcadores ns1 y ns2 (+/+) (Fig. 6.3, Fig. 6.4) o los que no presentaban
amplificacién con ninguno de los dos (-/-) fueron descartados, y seleccionamos
aquellos individuos que presentaban eventos de recombinacién entre estos
marcadores [(+/-) 0 (-/+) indicados en las fig. 6.3 y 6.4 con el nUmero del individuo]. Se
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identificaron un total de 187 recombinantes entre los marcadores ns1 y ns2. Ademas,
el gen nsv fue cartografiado a 115 recombinantes del marcador ns1 y a 72 del
marcador ns2 (Fig. 6.7).

ns1

237 pb

Fig. 6.3. Gel de agarosa donde se muestran 72 individuos de la poblacién BC1 amplificados con el
marcador ns1. La banda amplificada es de 237 pb y esta ligada al alelo susceptible, y por tanto,
presente en los individuos heterocigotos susceptibles (Nsv/nsv) y en los individuos resistentes
(nsv/nsv) recombinantes entre ns1 y ns2. Los individuos recombinantes entre ns1 y ns2 se indican
con el nimero correspondiente. M: marcador peso molecular 100pb DNA ladder.

| Wl

Fig. 6.4. Gel de agarosa donde se muestran los mismos 72 individuos de la poblacién BC1 que en
la fig. 6.3, amplificados con el marcador ns2. La banda amplificada es de 492 pb y esta ligada al
alelo susceptible, y por tanto, presente en los individuos heterocigotos susceptibles (Nsv/nsv) y en
los individuos resistentes (nsv/nsv) recombinantes entre ns1 y ns2. Los individuos recombinantes
entre ns1 y ns2 se indican con el nimero del individuo. M: marcador peso molecular 100pb DNA
ladder.
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6.2.4. Cribado de la genoteca de BACs del parental WMR-29 e identificacion de
BACs positivos para los marcadores

La genoteca de BACs del parental susceptible WMR-29 (URGV-INRA, Evry)
fue cribada con algunos marcadores moleculares desarrollados a partir de extremos
de BACs de la genoteca de la linea resistente PIT92. Concretamente con los
marcadores descritos en el capitulo anterior: 5B3sp6, 30L11sp6 y 5A6sp6, y por otros
marcadores que no fueron cartografiados en la poblacion F,, pero que corresponden a
otros extremos de BACs secuenciados (van Leeuwen, comunicacion personal),
denominados 20E15U, 10016sp6, 9N8U y 10016U (Fig. 5.15). Las secuencias de los
cebadores y las condiciones de PCR de estos marcadores se detallan en el apéndice
A.6.1.

En primer lugar, identificamos los “pools” de ADN positivos para cada marcador
de la tabla 6.1 mediante amplificacion de PCR sobre los 86 “pools”, en los que se
organiza esta genoteca (que correspondian a cada una de las placas de 384 clones).
Del total de “pools” positivos para cada marcador, seleccionamos 7 para identificar los
BACs individuales. Los "pools" PWMR-1, 4, 31, 48 y 69 se seleccionaron como clones
mas cercanos al gen nsv y los "pools" PWMR-49 y 74 como controles negativos, ya
que no amplificaban los marcadores mas cercanos al gen, sino marcadores cercanos
a 5A6sp6 (Tabla 6.1). La fig. 3.6 muestra un ejemplo del cribado de la genoteca WMR-
29 con el marcador 30L11sp6.

Los clones positivos individuales para los marcadores fueron aislados de las
placas y amplificados de nuevo con los marcadores anteriores para confirmar su

posicién respecto al mapa del capitulo 5 (Tabla 6.1).

arcador
k 5B3sp6 | 20E15U | 10016sp6 | 30L11sp6 | 9NBU | 10016U | 5A6sp6
1-21-10 + + +
4-6-8 + +
31-19-12 + + +
48-13-5 + + + +
49-17-1 + + + +
69-20-10 + + +
74-24-7 + + + +

Tabla 6.1. Clones aislados de la genoteca de BACs WMR-29. +: indica amplificacion del marcador. Los
marcadores estan ordenados respecto a la fig. 5.15 y se alejan del gen nsv de izquierda a derecha.

89




6. Mapa genético de alta resolucién y mapa fisico del locus nsv en una poblacién BC1

El clon 1-21-10 fue seleccionado para clonar sus extremos, por ser uno de los
BACs mas cercanos al gen. Este BAC era amplificado por el marcador 5B3sp6, el mas
cercano al gen en ese momento, segun la poblaciéon F,, y no lo era con el marcador
30L11sp6 (Tabla 6.1), lo que hacia pensar que uno de sus extremos se localizaria aun
mas cerca del gen nsv. El desarrollo de marcadores a partir de los extremos del BAC
1-21-10 (1L3 y 1R3) descrito en el capitulo 5 (seccién 5.2.4.5), permitié orientar el
BAC, siendo el extremo 1L3 el mas cercano al gen, tal como se muestra en la fig. 5.13.

Al igual que el BAC 1-21-10, el 31-19-12 era amplificado por los tres
marcadores mas cercanos al gen (Tabla 6.1), pero problemas en la secuenciacion de
sus extremos impidieron que éstos fueran cartografiados y por tanto, nos limitamos a

trabajar unicamente con el BAC 1-21-10.

6.2.5. Mapa fisico y genético desarrollado en la poblacion BC1

Los marcadores cartografiados en el mapa genético de la poblacion BC1 fueron
inicialmente los marcadores especificos de alelo: ns1 se localizada a 115
recombinantes del gen nsvy ns2 a 72 recombinantes. Ademas, mientras realizabamos
el cribado de la genoteca WMR-29 con los marcadores que disponiamos, uno de ellos,
el marcador 10016sp6, que no habia sido polimérfico en la poblacion F, (Pl x PS),
presentdé un polimorfismo entre las lineas parentales del BC1 (Ved y PIl). La
comparacion de las secuencias de este marcador entre las dos lineas, revel6 un
polimorfismo detectado mediante digestién con el enzima de restriccion Haelll, sobre
el producto de amplificacion de la linea susceptible Ved. La banda amplificada con los
cebadores de éste marcador (10016sp6-F/10016sp6-R) era de 423 pb y la digestién
con dicho enzima generd dos bandas de 273 y 150 pb en la linea susceptible Ved,
mientras que en Pl se observd la banda sin digerir (Fig. 6.5). Este marcador se
cartografié en los individuos recombinantes entre el gen nsv y el marcador ns2, a 13
recombinantes del gen. Por tanto, el marcador 10016sp6 era el mas cercano al gen en
esta poblacion, situado en el mismo lado que el marcador ns2 (Fig. 6.7). Las
secuencias de los cebadores y las condiciones de PCR de este marcador se detallan
en el apéndice A.6.1.

Al igual que en el mapa genético de la poblacién F,, el marcador 52K20sp6 fue
cartografiado en el mapa genético de la poblacion BC1 mediante la técnica del
SNaPshot (Applied Biosystems) (seccion 3.11.7), y en este caso tampoco se
observaron individuos recombinantes entre este marcador y el gen nsv. El SNP entre
Pl y Ved correspondia a un cambio de una G por una A. El marcador 52K20sp6
también cosegregaba con el gen nsv en la poblacién BC1 (Fig. 6.7).
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10016sp6
Ved RS RS RS PI RR RR M
—
423ph _p e = = D —
150pb—>3_.___ — : :
- =

Fig. 6.5. Marcador 10016sp6 en gel de agarosa. Tras la digestion con el enzima de restriccion
Haelll, tanto la linea susceptible Ved, como las lineas RILs susceptibles (RS) presentan las
bandas de 273 pb y 150 pb, mientras que en la linea resistente Pl y en las RILs resistentes (RR)
no se observa digestion de la banda original de 423 pb. PI: Pl 161375, Ved: Vendrantais, RR: RIL
resistente, RS: RIL susceptible, M: marcador peso molecular 100pb DNA ladder.

El marcador 1L3, que habia sido desarrollado a partir del extremo L del BAC 1-
21-10, fue también cartografiado en la poblacion BC1. Un polimorfismo entre las
secuencias de Pl y Ved, detectado mediante digestién con el enzima de restriccion
Hinfi, permitié cartografiar el marcador. Se disefié un nuevo cebador, 1L3-Hinfl-R, en
la secuencia del extremo de este BAC, para amplificar el marcador 1L3 en la poblacién
BC1. La banda original amplificada con los cebadores 1L3-F y 1L3-Hinfl-R era de 270
pb y tras la digestiébn se observaban dos bandas, una de 250 pb y otra de 20 pb en
Ved (Fig. 6.6). Asi pues, el marcador 1L3 fue mapeado a 7 recombinantes del gen
nsv, y en este caso, en el lado del marcador ns1 (Fig. 6.7). Esto confirmaba que el
BAC 1-21-10 contenia fisicamente el gen de resistencia nsv, igual que ocurria en la
poblacién F,. En la fig. 6.7 se detalla el mapa genético y fisico en la poblacién BC1.
Las secuencias de los cebadores y las condiciones de PCR del marcador 1L3 se

detallan en el apéndice A.6.1.

Fig. 6.6. Marcador 1L3 tras la digestién con Hinfl en algunos individuos de la poblacion BC1. Los
individuos resistentes (nsv/nsv) presentan una banda sin digerir de 270 pb, los susceptibles (Nsv/nsv)
presentan ambas bandas, la digerida de 250 pb y la no digerida de 270 pb. La banda de 20 pb no es
visible en el gel. *: indica algunos de los individuos recombinantes entre 1L3 y gen nsv. M: marcador de
peso molecular 100pb DNA ladder.
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Fig. 6.7. Mapa genético de alta resolucion y mapa fisico de la region del gen nsv en el grupo 11 de ligamiento de Cucumis melo L., generado en la poblacion BC1 de 2727
individuos. Las distancias genéticas estan expresadas como eventos de recombinacién entre los marcadores y el gen nsv. Los marcadores moleculares en color azul estan
cartografiados en la poblacién BC1 y los de color negro estan localizados respecto a la poblaciéon Fz, pero no fueron cartografiados en la poblacion BC1. El marcador
52K20sp6 cosegrega con el gen nsv. Los marcadores 1L3 y 10016sp6 flanquean al gen a 7 y 13 recombinantes respectivamente. Los BACs identificados pertenecen a la
genoteca de la linea susceptible de melon WMR-29. EI BAC 1-21-10 (barra roja) contiene fisicamente el gen nsv. Las lineas verticales que unen los BACs indican que existe
amplificacion entre ellos y el correspondiente marcador. Las lineas blancas diagonales, dibujadas sobre el eje del mapa genético, indican que la distancia representada no
es proporcional. En el recuadro de la derecha se muestran los tamafios de los BACs 1-21-10 y 31-19-12, obtenidos mediante PFGE.
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La comparacién de los dos mapas genéticos obtenidos a partir de las
poblaciones F, y BC1 en dos poblaciones diferentes (Fig. 6.8), nos muestra que
existen diferencias en las distancias genéticas entre los marcadores. En general, en la
poblacién BC1 las distancias han aumentado respecto a la F», excepto en el intervalo
entre el marcador 1L3 y el gen nsv donde la distancia es la misma, 0.25 cM.

Fig. 6.8. Comparacion de los mapas genéticos de la regiéon nsv en las poblaciones F2 y BC1. En color rojo
se muestran los marcadores comunes entre ambas poblaciones. Las distancias entre los marcadores se
indican en cM (% de recombinacién) (en pag. siguiente)
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6.3. DISCUSION

En este capitulo se ha descrito la construccion de un mapa genético de alta
resolucién en una poblacién BC1 [(Ved x PIl) x Pl] de 2727 individuos y un mapa fisico
de la region del gen nsv utilizando una genoteca de BACs de la linea susceptible
WMR-29. La resolucion del mapa genético aumenté considerablemente respecto al
elaborado en la poblacién F, (0.12 %), obteniendo un valor de 0.036 %.

El orden de los marcadores moleculares en los mapas genéticos obtenidos en
las poblaciones F, y BC1 se conserva totalmente, como puede observarse en la fig.
6.8, a pesar de haber sido obtenidos en dos poblaciones independientes y con una de
las lineas parentales distinta. Esto indica la consistencia de dicho mapa genético. A
pesar del aumento de la resolucion del mapa genético de la poblacion BC1, el nivel de
informacion obtenido ha sido el mismo que en la poblacion F,: en ambos mapas
genéticos se ha identificado el BAC 1-21-10 que contiene fisicamente al gen nsv; se
ha cartografiado el extremo 1L3 del BAC separado genéticamente del mismo, a2y 7
recombinantes en la poblaciones F, y BC1, respectivamente (Fig. 5.15, Fig. 6.7); y por
ualtimo, el marcador 52K20sp6 cosegrega con el gen de resistencia. Ademas, en la
poblacion BC1 se ha identificado un nuevo marcador, 1006sp6, localizado a 13
recombinantes del gen, que no habia resultado ser polimérfico en la poblacion F,. No
obstante, la mayor resolucion de mapa del BC1 nos permitiria la identificacion del ORF
correcto, si tras la secuenciacion completa del BAC 1-21-10 se identificara mas de un
posible gen candidato para nsv, gracias a que entre los marcadores flanqueantes 1L3
y 1006sp6 se han identificado 20 recombinantes. Ademads, el niumero de gametos
tedrico necesario para identificar el gen diana mediante la técnica del clonaje posicién
con una probabilidad del 0.9889 es de 2000, si consideramos un intervalo genético de
100 Kb y una relacion de 228 Kb/cM (Durrett y col., 2002). El nUmero de gametos en la
poblacién F, ascendia a 816 gametos. Por tanto, la construccion de mapa genético de
alta resolucién en la poblacién BC1 queda totalmente justificada.

La comparacién de los dos mapas genéticos nos muestra la existencia de
diferencias en las distancias genéticas estimadas entre algunos de los marcadores.
Por ejemplo, el intervalo entre los marcadores M29/1L3 varia de 1.71 a 3.9 cM en las
poblaciones F, y BC1, respectivamente, y el intervalo entre los marcadores
52K20sp6/5A6sp6 varia de 0.5 a 2.6 cM, siempre se observa un aumento de las
distancias estimadas en la poblacion BC1. Por el contrario, la distancia del marcador
1L3 al gen nsv se mantiene constante en ambas poblaciones con un valor de 0.25 cM.
Estas diferencias en las distancias pueden ser debidas a variaciones de frecuencia de

recombinaciéon existentes entre ambas poblaciones e incluso entre regiones de un
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mismo locus, como se ha descrito también en la region del gen Fom-2 del cromosoma
5 de meldn (Joobeur y col., 2004).

Respecto a los tipos de poblaciones que hemos utilizado para generar los dos
mapas genéticos, podemos afirmar que un tipo de poblacién BC1 es una poblacién
mas adecuada que una poblacion F, para este tipo de trabajo. Una poblacién BC1
permite realizar el test de resistencia al virus directamente sobre los individuos de la
poblacién, sin necesidad de realizar el test de progenie como ocurre en la F, para
cartografiar el gen nsv. La utilizacién de una poblacién BC1 supone un importante
ahorro en el trabajo de campo, como por ejemplo en la autofecundacion de los
individuos de la poblacién F», la siembra de las semillas F; o la inoculacién con el virus
en las familias Fo.

Los marcadores especificos de alelo, utilizados en la poblacién BC1, han sido
de gran utilidad, por que permiten genotipar la poblacion de una manera rapida y
econdmica con una Unica reaccion de PCR, sin necesidad de realizar digestiones con
enzimas de restriccion, necesarias en los marcadores CAPS.

Cabe remarcar que el desarrollo de dos mapas genéticos y fisicos generados
en dos poblaciones diferentes, una F,y un BC1, nos confirma el hecho de que el clon
BAC 1-21-10 contiene fisicamente a nsv.
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7. ANALISIS DE MICROSINTENIA Y CLONAJE DE UN GEN CANDIDATO
PARA nsv

7.1. INTRODUCCION

Una vez identificado el clon BAC que contenia fisicamente el gen nsv, el
siguiente paso a seguir es la secuenciacién completa de este BAC y la identificacion
del gen candidato para nsv mediante programas de prediccion de genes. Pero antes
de iniciar la secuenciacién del BAC de unos 100 Kb de longitud, un trabajo tedioso y
caro, nos fijamos detalladamente en las secuencias de los extremos de los BACs del
"contig" que habian sido secuenciados. Se buscaron homologias mediante BLASTX
en las bases de secuencias de Arabidopsis y se identificd una region de Arabidopsis
donde las secuencias de los extremos de algunos de los BACs de meldn presentaban
homologia. El analisis de los BACs de Arabidopsis que pertenecian a esta region
permitié identificar un gen candidato para nsv. Asi pues, gracias a la microsintenia
existente entre las dos especies en esta regién del genoma, la identificacién de un gen
candidato se realiz6 de forma mas rapida y econémica.

A partir de aqui, se procedié al clonaje del gen candidato de mel6n mediante el
uso de una aproximacién con cebadores degenerados, lo que nos permitié obtener un
fragmento de la secuencia del gen. A partir de este fragmento, se obtuvo el ADNc
completo, imprescindible para proceder a la complementacion genética, ultimo paso

que confirmaria que el gen candidato es realmente el gen de resistencia nsv.

7.2. RESULTADOS

7.2.1. Analisis de microsintenia con Arabidopsis thaliana e identificacion de un
gen candidato para el gen nsv

Las secuencias de los extremos de los BACs del "contig" de la tabla 7.1 fueron
analizadas mediante BLASTX y TBLASTX en una base de datos que contiene el
genoma de Arabidopsis (www.arabidopsis.org). Algunas de estas secuencias
(sombreadas en la tabla 7.1) presentaban homologia con valor significativo con una
region del cromosoma 4 de Arabidopsis, concretamente la region comprendida entre
las posiciones At4g17600 y At4g19650, poniendo de manifiesto la existencia de
microsintenia entre ambas especies en esta regién del genoma (Fig. 7.1). Si bien
existia homologia significativa con 4 de los extremos de BACs, el resto de secuencias
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también presentaba cierta homologia en la misma regién, pero con un valor E menos

significativo (Tabla 7.1).

extremos homologia con Arabidopsis valor E | posicién | Analisis | BACs
38B12U proteina hipotética 0.56 At4g18980 | TBLASTX| F13C5
38B12SP6 |proteina putativa 0.38 At4g18220 | TBLASTX | T9A21
41123U ns
41123SP6 proteina no conocida 8,00E-14 | At4g18260 | BLASTX | T9A21
5A6U elFAE 0.14 At4g18040 | TBLASTX| F15J5
5A6SP6 ns
30L11U retroelemento
30L11SP6 |ns
7K20U proteina putativa 8,00E-12 | At4g18810 | TBLASTX | F28A21
7K20SP6 proteina LRR 7,00E-04 | At4g20140 | TBLASTX| F1C12
34H17U proteina resistencia enfermedad 1.4 At4g19510 | TBLASTX| F24J7
34H17SP6 |proteina putativa 0.28 At4g19650 | TBLASTX | T16H5
5B3U familia 17 hidrolasa glicosil 0.39 At4g18340 | TBLASTX| T9A21
5B3SP6 transposon
9N8U proteina putativa 0.15 At4g17910 | TBLASTX | T6K21
9N8SP6 proteina Lil3 1.0 At4g17600 | TBLASTX | FCAAL
1L3 sintasa trealosa-6-fosfato 2,00E-06 | At4g17770 | BLASTX | FCAAL
1R3 proteina ribosomal L32 3,00E-47 | At4g18100 | BLASTX | F15J5
52K20bD ns
52K20bSP6 |ns
59122bD ns
59122bSP6 |ns
20F8bD ns
20F8bsp6 ns

Tabla 7.1. La tabla muestra la mejor homologia con Arabidopsis de las secuencias de los extremos de
los BACs de meldn de la region del gen nsv. Algunos de estos extremos de BACs del "contig" de la fig.
5.15 presentan homologia con genes de Arabidopsis, en una region del cromosoma 4. En sombreado,
se indican las homologias mas significativas. ns: valor no significativo.

Los genes predichos en los BACs de Arabidopsis que abarcaban esta region,
fueron analizados uno a uno buscando posibles genes candidatos para nsv. La
secuencia del extremo 1R3 del BAC 1-21-10 presentaba homologia con uno de los
valores mas elevados (valor E = 3.00 E*), con una regién del BAC F15J5 de
Arabidopsis. La anotacion de genes de este BAC revel6 en la posicion 18040 el factor
de iniciacion de la transcripcion 4E de eucariotas (elF4E) (Tabla 7.2). Este factor ha
sido descrito como el responsable del gen de resistencia natural frente al virus Y de la
patata (PVY) en pimiento (pvr2) (Ruffel y col., 2002), frente al virus del mosaico de la
lechuga (LMV) en lechuga (mo1) (Nicaise y col., 2003), y frente al virus del mosaico de
la semilla del guisante (PsBMV) en guisante (sbm1) (Gao y col., 2004) y por ello, fue
considerado como un gen candidato para nsv.
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Fig. 7.1. La figura muestra la microsintenia existente entre meldn y Arabidopsis en esta region. La parte
superior de la figura representa el grupo de ligamiento 11 de melén y su correspondiente mapa fisico
generado en la poblacién F.. Se indican algunos de los marcadores cartografiados en el mapa genético de la
F». La parte inferior representa algunos de los BACs (barras color verde) que cubren el grupo de ligamiento 4
(At4) de Arabidopsis. Las lineas continuas unen los extremos de los BACs de la genoteca de melén que
presentan homologia con BACs de Arabidopsis. EI BAC F15J5 cubre la regioén del genoma de Arabidopsis

18040-18190.
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Clone

TAIR Accession
Chromosome

Neighboring
Annotation Unit

Map Locations

Map Links
Other Information

Sequence

Gene Features

Other Map
Features

Comments
(shows only the
most recent
comments by

[$/Annotation Unit: F15J5

2001-02-09
F15J5

vector type inserttype clone name
BAC genomic  F15J5

AssemblyUnit:3601 426
4

Right Annotation Left Annotation
Right Annotation Overlap Left Annotation fovaria)
Tom21 10448 bp TeKa1 2548 bp
Note

Sequences from neighboring clones may have been added to this clone by AGI to
facilitate annotation of genes near the clone ends, changing the length and overl ~ ap
sizes. The GenBank size is shown in the Alternate Size field.

chrom map map type coordinates orientation  attrib
4 AGL nuc_sequence 8978135 -9036559bp forward details
Map Viewer  Sequence Viewer

Sequence_status Length  Orientation

annotated GenBank release  58425.0bp F

Bio Source Source  Date GenBank Accession Sequence

genomic  AGI-TIGR 2001-04-10 genomic.
gene name ipti

AT4G18040.1 translation initiation factor elF4E

AT4G18050.1 multidrug resistance Pglycoprotein, putative

ATAG18060.1 putative protein

AT4G18070.1 putative protein

AT4G18080 1 hypothetical protein

AT4G18090.1 hypothetical protein

AT4G18100.1 ribosomal protein L3ike protein

AT4G18110.1 hypothetical protein

AT4G18120.1 Meiosis potein mei2related

AT4G181301 phytochrome E

ATAG18140.1 putative protein

AT4G18150 1 hypothetical protein

AT4G18160.1 potassium channellike protein

AT4G18170.1 DNA bindingike protein

AT4G181801 polygalacturonastike protein

AT4G18190.1 putative protein

Type Number Associated

EST (74)

genetic_marker (1)

clone (16)
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Tabla 7.2. Anotacion del BAC F15J5 del genoma de
Arabidopsis (www.arabidopsis.org). La posicion At4g18040
muestra el factor de iniciacion de la transcripcion en
eucariotas elF4E (enmarcado en rojo), posible candidato
para el gen nsvde melén.
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7.2.2. Clonaje del elF4E de melén

El clonaje del elF4E de melén fue realizado mediante el uso de una
aproximacion con cebadores degenerados disenados sobre la secuencia proteica de
elF4E de varias especies vegetales.

7.2.2.1. Diseino de los cebadores degenerados

En primer lugar, diseiamos los cebadores degenerados a partir de la
secuencia proteica del elF4E de especies dicotiledéneas como Capsicum annum,
Lycopersicon esculentum y Arabidopsis thaliana. Los cebadores elF4E-dF y elF4E-dR
fueron disefiados a partir de dos regiones conservadas entre las 3 especies vegetales
(Fig. 7.2).

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

Capsicum MATAEMEKTTTFDEAEK--VKLN-—--ANEADDEVEEGEIVE-ETDDTTSYLSK-EIATKH
Lycopersicon MAAAEMERTMSFDAAEK--LKAADGGGGEVDDELEEGEIVE-ESNDTASYLGK-EITVKH
Arabidopsis MAVEDTPKSVVTEEAKPNSIENPIDRYHEEGDDAEEGEIAGGEGDGNVDESSKSGVPESH
AL HH HEE HH KooK Rkokxx oo, L X HI

elF4E-dF
Capsicum PLEHIWTFWEDNPVAKSKQAAWGSSLRNVYTFSTVEDFWGAYNNIHHP SKLVVGADLHCF
Lycopersicon PLEHSWIFWEDNPTTKSRQTAWGSSLRNVYTFSTVENFWGAYNNIHHPSKLIMGADFHCF
Arabidopsis PLEHSWTFWEDNPAVKSKQTSWGSSLRPVETFSTVEEFWSLYNNMKHP SKLAHGADEFYCF
************k__**:*::****** *:******:**_ ***::***** ***::**

elF4E-dR
Capsicum KHKIEPKWEDP[VCANGGTWKMSFSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHEDEICGAVVSVRGK
Lycopersicon KHKIEPKWEDP[VCANGGTWKMSFSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHGDEICGAVVSVRAK
Arabidopsis KHIIEPKWEDP|IICANGGKWIMTFPKEKSDKSWLYTLLALIGEQFDHGDEICGAVVNIRGK
* x ********:*****_*_*:*_* ***_********:**_**** ********_:*_*

Capsicum GEKISLWTKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSDSVGE IFHDDAKRLDRNAKNRY TV
Lycopersicon GEKIALWTKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSDSVGE IFHDDAKRLDRNAKNRY TV
Arabidopsis QERISIWTKNASNEAAQVSIGKQWKEFLDYNNSIGEFITHEDAKKLDRNAKNAYTA

KeKe s AKAKXKAK e AKX e AXXXAXAKAKAKAAK e AAXKXKX e XK e XAXAKeXKeXAXAKe AAXXXAXAXKX * K

Fig. 7.2. Alineamiento de la secuencias del elF4E de Capsicum annum (AY122052), Lycopersicon
esculentum (AF259801) y Arabidopsis thaliana (AY093750), mediante el programa Clustal W. Los
recuadros indican las regiones conservadas entre las 3 especies que fueron escogidas para disefar los
cebadores degenerados (elF4E-dF y elF4E-dR).

Estos cebadores son degenerados por que se han disefiado a partir de una
secuencia proteica, y un mismo aminoacido puede ser codificado por varios codones
diferentes, que varian principalmente en la tercera base del codén. El disefio y la
secuencia de los cebadores degenerados elF4E-dF y elF4E-dR se detalla en el

apéndice B.1.

7.2.2.2. Amplificacion con cebadores degenerados en ADN de melén

La amplificacion con los cebadores degenerados elF4E-dF y elF4E-dR sobre el
ADN de los parentales Pl y PS y de los BACs identificados en el mapa fisico de la
region, generd una banda de 1.9 Kb de gran intensidad en el BAC 52K20, y de menor
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intensidad en Pl y PS. También observamos una banda tenue de 520 pb presente en
todos los BACs, excepto en el BAC 52K20, y también en el control negativo (lo que
nos indicaba que existia contaminacién). Ademas, esta misma banda de 520 pb, pero
de intensidad mayor estaba también presente en las lineas parentales (Fig. 7.3). Los
dos productos de PCR, de tamanos de 520 pb y 1.9 Kb, fueron clonados a partir de las
dos lineas parentales, y secuenciados. El analisis con BLASTX mostrdé que la banda
amplificada de 1.9 Kb presentaba homologia con elF4E de arroz con un valor 3 E™ y
la banda de 520 pb con la forma iso del mismo gen (elF(iso)4E). Asi pues, el factor
elF4E de meldn correspondié con el producto de PCR de tamarno 1.9 Kb amplificado
con los cebadores degenerados elF4E-dF y elF4E-dR. Las condiciones de PCR
utilizadas se detallan en el apéndice B.2.

«—— 19Kb

«— 520pb

Fig. 7.3. Gel de agarosa donde se muestra la amplificacién con los cebadores degenerados elF4E-dF y
elF4E-dR. Las lineas parentales Pl y PS y el BAC 52K20 presentan una banda de 1.9 Kb, que
corresponde con el factor elF4E de melon. Una banda tenue de 520 pb amplificada con los mismos
cebadores correspondié con elF(iso)4E. M: pUC mix. C-: control negativo.

7.2.2.3. Diseno de cebadores especificos de elF4E de meldon y amplificacion
sobre ADN genémico

Sobre las secuencias parciales del elF4E de la linea Pl obtenida con los
cebadores degenerados, se disefiaron un par de cebadores especificos en una regién
exbnica de la secuencia, melF4E-F y melF4E-R, con los que amplificamos el ADN
genomico de Pl, PS y de algunos de los BACs que formaban el "contig". La
amplificacién generd una banda de 1.9 Kb en las lineas parentales y en el BAC 52K20
y otra banda de tamafio sensiblemente mayor en el resto de BACs (Fig. 7.4). Esta
dltima banda fue descartada al no corresponder a la amplificacion presente en las
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lineas parentales. Probablemente, unas condiciones de mayor astringencia en la PCR
eliminarian la amplificacion de esta banda no especifica.

>1.9Kb
1.9 Kb

Fig. 7.4. Amplificacion con los cebadores especificos de elF4E de melon sobre Pl, PS y los BACs del
"contig". 1: BAC 20F8, 2: BAC 52K20, 3: BAC 59122, 4: BAC 5B3, 5: BAC 30L11, C-: control negativo, M:
marcador de peso molecular A Hindlll/EcoRlI. Las bandas amplificadas sobre PIl, PS y el BAC 52K20 (2)
presentan el mismo tamarno, aproximadamente 1.9 Kb. La banda amplificada en el resto de BACs (1, 3, 4y
5) presenta un tamarfo sensiblemente mayor de 1.9 Kb.

7.2.3. Desarrollo de un marcador molecular a partir del melF4E y cartografiado
de éste en las poblaciones F, y BC1

7.2.3.1. Cartografiado de melF4E en la poblacion F,

En la poblacion F,, la busqueda de un polimorfismo que nos permitiera
cartografiar el marcador melF4E se realizé directamente mediante digestion con varios
enzimas de restriccion del producto de PCR de las lineas Pl y PS. Se digirieron 15 pl
del producto amplificado con los cebadores melF4E-F y melF4E-R con 5 U de los
enzimas de restriccion Alul, Taql, Ddel, Hinfl, Rsal y Bsp143l. La digestién con el
enzima Rsal generd un polimorfismo de tamafno observable en gel de agarosa. Las
bandas polimérficas entre Pl y PS eran las bandas de 1100 pb y 900 pb
respectivamente (Fig. 7.5). Gracias a este polimorfismo de restriccién, el marcador
melF4E fue cartografiado en la poblacién F,, utilizando Unicamente los individuos
recombinantes entre los marcadores M132 y M29 (Fig. 7.5). No se observé ningln
individuo recombinante entre el gen y el marcador melF4E. (Tabla 7.3). Por tanto, el
marcador melF4E cosegregaba con el gen nsv en la poblacion F, de 408 individuos.
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melF4E

<+— 1100 pb
<“— 900 pb

Fig. 7.5. Gel de agarosa que muestra el marcador melF4E en individuos de la poblacion F». La digestién
con Rsal se realiz6 sobre las lineas parentales y los individuos recombinantes entre los marcadores M29
y M132 de la poblacion F». Tras la digestion, en Pl se observa una banda de 1100 pb y en PS una de 900
pb. Los individuos hererocigotos presentan ambas bandas. PI: Pl 161375, PS: Piel de Sapo, BAC: BAC
52K20. Los numeros indican los individuos recombinantes de esta poblacién entre los marcadores M132 y
M29 que corresponden con los individuos de la tabla 7.3.. M: marcador peso molecular A EcoRI/Hindlll.

N2 PLANTA

Tabla 7.3. En la primera columna se indican los individuos recombinantes entre los marcadores 7K20U y
M132 de la poblacion F.. En verde, se indican los individuos recombinantes utilizados para cartografiar el
gen nsv, 11 individuos. En la primera fila, se representan todos los marcadores que han sido cartografiados
en esta poblacién y en orden respecto al gen nsv. Los marcadores melF4E y el 52K20 cosegregan con el
gen nsv: los individuos recombinantes presentan el mismo genotipo que el gen nsv. A: genotipo homocigoto
resistente como PI, B: genotipo homocigoto susceptible como PS, H: genotipo heterocigoto.

7.2.3.2. Cartografiado del marcador melF4E en la poblacion BC1
Los mismos cebadores especificos melF4E-F y melF4E-R, utilizados en la
poblacion F,, se usaron para amplificar Pl y Ved, los parentales de la poblacion BC1.
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El producto de amplificacion fue clonado y secuenciado, y el alineamiento de ambas
secuencias revelé un polimorfismo que correspondia con un lugar de restriccion para
el enzima Mboll: la linea PI presentaba una banda 1.4 Kb y otra de 0.5 Kb, mientras

que en Ved el tamafo de las bandas tras la digestién era de 1.1 Kb, 0.5y 0.3 Kb (Fig.
7.6).

melF4E

Fig. 7.6. Gel de agarosa que muestra el marcador

1.4 Kb melF4E después de la digestiéon con Mboll sobre
——1.5Kb  Ply Ved. Pl presenta bandas de 1.4 Kb y 0.5 Kb.

1.1 Kb Ved presenta las bandas de 1.1, 0.5 y 0.3 Kb
— 1Kb (esta Ultima no es visible en el gel de agarosa).

PI: linea parental resistente PI, Ved: linea parental

0.5 kb susceptible, M: marcador peso molecular 1 Kb

ladder

Una vez verificado el polimorfismo de la digestion en las lineas parentales, el
marcador melF4E fue cartografiado en los individuos recombinantes entre los
marcadores especificos de alelo ns1 y ns2 de la poblacion BC1 (Fig. 7.7). Al igual que

ocurria en la poblacion F,, el marcador melF4E cosegregaba con el gen nsv en la
poblacion BC1.

N melF4E
"RRRRRRRSRM

[

QL T

1.4 Kb -
- 1.5 Kb
B
1.1 Kb i 1Kb
0.5 Kb

0.5 Kb

S S R R Pl VedM

1.5 Kb
1Kb

0.5 Kb

Fig. 7.7. Gel de agarosa que muestra el marcador melF4E en algunos de los individuos recombinantes
entre ns1 y ns2 de la poblacion BC1, después de la digestion con Mboll. Los individuos resistentes
(Nsv/Nsv) (R) presentan las bandas visibles de 1.4 + 0.5 Kb, mientras que los individuos susceptibles

heterocigotos (Nsv/nsv) (S) presentan ademas una banda de 1.1 Kb que es la polimérfica. M: marcador de
peso molecular 1Kb ladder.
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Ademas, cabe remarcar que el marcador melF4E amplificaba también los
BACs 52K20 y el BAC 1-21-10 (resultados obtenidos en nuestro laboratorio no
incluidos en esta tesis), Io que nos confirmaba que este marcador se localizaba en

estos dos BACs, que contienen el gen nsv.

7.2.4. Clonaje del ADNc de secuencia completa del elIF4E de meldén
El siguiente paso fue obtener el ADNc de secuencia completa del gen
candidato elF4E. Para ello se us6 una aproximacién mediante RACE-PCR.

7.2.4.1. Extraccion y cuantificacion del ARN

La extraccion del ARN total a partir de hojas frescas (seccion 3.6.1) se realiz6 a
partir de las tres lineas parentales, Pl, Ved y WMR-29. La visualizaciéon en un gel de
agarosa al 1% nos mostr6 una buena calidad del mismo. Ademas, también
observamos que la contaminacién con ADN era muy baja (Fig. 7.8).

Pl Ved
A 0204 08 B020408

-~ — <«——— ADN gendmico
. - -— .
i -' -" } Fracciones de ARN

Fig. 7.8. Gel de agarosa al 1% que muestra la calidad del ARN extraido a partir de las lineas Pl y
Ved. La contaminacion con ADN es muy baja, se intuye una banda muy tenue. A: 100 ng, B: 200
ng de ADN del fago A. Los numeros 0.2, 0.4, 0.8 indican el volumen (ul) de ARN cargado en cada
pocillo.

Los valores de la densidad o¢ptica a 260 nm (ODyp) nos dieron una
aproximacion de la cantidad del ARN total obtenido. EI ARN poliA+, aislado a partir del
ARN total, también fue cuantificado utilizando el espectrofotdmetro. Los valores del
ARN total obtenidos estaban dentro de los valores esperados (3-4 mg ARN
total/extraccion), mientras que los valores del ARN poliA+ eran menores que los
esperados. Aproximadamente, el 2% del ARN total es ARN poliA+ y en nuestra
extraccion el valor obtenido fue 4 veces inferior (20 ug). Esto pudo ser debido a un

problema durante el proceso de purificacion del ARN poliA+.
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7.2.4.2. Diseio de cebadores especificos en la region exoénica de la secuencia
gendmica parcial del elF4E de melén

La secuencia de PI, obtenida a partir del producto de PCR con los cebadores
especificos melF4E-F y melF4E-R, fue utilizada para disenar 6 pares de cebadores
especificos (GSP1 al 6 en las dos direcciones forward y reverse, 3 pares en cada
extremo de la secuencia) en una region predicha como parte de un exén de la misma.
Estos cebadores fueron utilizados para la amplificacion de la RACE-PCR. La

secuencia y la orientacion de estos cebadores se detalla en el apéndice B.5.

7.2.4.3. Obtencion del ADNc de secuencia completa del elF4E

La sintesis del ADNc de las tres lineas parentales PIl, Ved y WMR-29 se llevo a
cabo con 2 ug de ARN poliA+ en una reaccion RT-PCR, tal y como se describe en la
seccion 3.10.1. La calidad de ADNc obtenido se verific6 mediante la amplificacién con
los cebadores internos GSP2rev y GSP5for que generd una Unica banda clara e
intensa del tamano esperado (117 pb) (Fig. 7.9.B), lo que indicaba que el ADNc no
estaba degradado. La amplificacion sobre el ADN gendémico con estos mismos
cebadores se realiz6 como un control positivo y se observé la banda amplificada del

tamano esperado de 1.8 Kb (Fig. 7.9.A).

A)

== "‘W . G- s Pl Ved W _C-

LrmE C
1 me

asubs < 117po

Fig. 7.9. Geles de agarosa que muestran la amplificacién con los cebadores GSP2rev y GSP5for sobre
A) ADN gendmico de Pl y WMR-29 (W) y B) ADNc de PI, Ved y WMR-29 (W). M: marcador de peso
molecular 1 Kb ladder.

La diferencia del tamafno del producto de PCR con los cebadores GSP2rev y

GSP5for se debe a la presencia de al menos un intron.
El ADNc de PI se utilizé en las amplificaciones RACE-PCR 5 y 3’ para
amplificar los dos extremos del ADNc. Los cebadores disefiados en esta region

exobnica del gen permitieron amplificar ambos extremos, de manera que el producto
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amplificado a partir de cada extremo presentaba una region solapante con el
fragmento original y esto nos permitia obtener la secuencia completa del ADNc.

Concretamente, el extremo 3’ fue amplificado con dos juegos de cebadores: el
GSP2rev y el cebador P3-PCR (que era complementario a la cola de poliadenilacion),
y con el GSP5rev y el P3-PCR, amplificando un producto de unas 800 pb en ambos
casos. La amplificacion del extremo 5 se realiz6 con el cebador P1-PCR (de
secuencia complementaria al adaptador P1 que se habia ligado en este extremo) y
con el cebador GSP6for. Al no observar ningun producto en esta amplificacién, se
realiz6 una segunda PCR con los cebadores P1-PCR y GSP5for y 2 ul de una dilucion
(50x) de la primera PCR observando en este caso una banda amplificada de 500 pb.
Los productos de amplificacion de la RACE-PCR 5 y 3’ fueron clonados y se
seleccionaron 16 clones de cada extremo para ser secuenciados. Las secuencias
fueron analizadas con el programa STADEN y se obtuvo una secuencia consenso y
completa del ADNc de la linea PI (Fig. 7.10). Las secuencias de los cebadores
utilizados se detallan en los apéndices B.4 y B.5, y las condiciones de PCR en el B.6.

El ADNc resultante del elF4E de PI tiene una longitud de total de 1153
nucleétidos (nt), con una region 5’-UTR de 122 nt que precede al codén de inicio AUG.
El ORF es de 708 nt de longitud que codifica para una proteina de 235 aminoacidos, si
se asume que la transcripcion se inicia en el primer codon de inicio. La region 3-UTR
presenta una longitud de 323 nt hasta el inicio de la cola de poliadenilacion.

En los extremos de la secuencia completa del ADNc del elF4E de Pl se
disefiaron un par de nuevos cebadores, full-cDNA5’ y full-cDNA3’, que se localizaban a
67 nucleotidos rio arriba del coddén de inicio y a 261 rio abajo del coddn stop,
respectivamente (Fig. 7.10). Estos cebadores permitieron la amplificacion del ADNc de
secuencia completa de elF4E de otras lineas de meldn. En nuestro caso, amplificamos
el ADNc de las lineas parentales Ved y WMR-29.

Los productos de PCR obtenidos fueron clonados y se aislaron varios clones
que fueron secuenciados. La secuenciacion se realiz6é por los dos extremos con estos
mismos cebadores, ademas de con dos cebadores internos de la secuencia, GSP8rev
(nuevo cebador disefiado en la secuencia del ADNc, apéndice B.5) y GSP2rev, lo que
aseguraba obtener la secuencia completa del ADNc.

Las secuencias fueron analizadas con el programa STADEN y se obtuvieron
las secuencias consenso y completas del ADNc de elF4E a partir de las lineas Ved y
WMR. Las secuencias de los cebadores full-cDNA5’ y full-cDNAS3’ y las condiciones de
PCR se detallan en el apéndice B.7.
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Secuencia completa del ADNc del elF4E de la linea PI

full-cDNAS’

GGGACCGACTCAAACGCCTAACAGAAAATCCGAGGGCGGTGCCATTCTTCTTCGéﬁTCCTTCCCTTCCATT
GATTCGATTCTTCAGATAACTCTCCATTCCACAAAGCACTGAAAACCCAAAATGGTAGTTGAAGATTCGAT
GAAAGCTACATCGGCGGAAGATCTTTCTAATTCCATTGCTAATCAAAACCCTAGAGGACGTGGCGGTGACG
IAAGATGAGGAACTTGAGGAAGGTGAGATCGTCGGCGACGACGACCTCGACTCCTCCAATTTGTCCGCGTCC
CTAGTGCATCAGCCTCACCCTCTGGAGCACTCTTGGACCTTITTGGTTCGATAACCCATCTGCCAAATCCAA
GCAAGCCACCTGGGGTGCGTCTATTCGACCGATCTATACCTTCTCTACCGTCGAGGAGTICTGGAGTGTTT
IACAACAACATTCATCATCCAAGCAAATTGGCGATGAGGGCAGATTTGTACTGCTTCAAACATAAAATTGAG
CCTAAATGGGAAGATCCCGTTTGTGCTAATGGAGGGAAATGGACTGTGAACTTTCCAAGGGGAAAATCTGA
TAATGGCTGGTTGTACACGCTGCTTIGCTATGATCGGAGAACAGTTTGACTGTGGTGATGAAATTTGTGGAG
CAGTTGTTAATGTTAGGTCTGGGCAGGATAAAATATCAATTTGGACGAAGAATGCTTCCAATGAAGCTGCG
CAGGCGAGCATTGGAAAACAGTGGAAGGAGTTTCTTGATTACAATGAGAGCATTGGCTTTATATTCCACGA
TGACGCAAAGAAATTCGATAGACTTGCGAAGAATAAATATATGGTGINGNTCTGTACGGTTTCTAATGCGTG
GCGTGGGAGGAGGATAACTCGTCCTATTCGTGCAAAGCATGCTGCTGCATCTCGGCATGTAAAGGTTGAGC
TGTGGCTAGTGGGTACTACCTTITAGTTTCAACCTCCCCTCCCCCGGAAAACCAAACACACCACCACCCAGG
GAAAAAGAAAAAGAAGGTTITTAATTGGTAAACGATGTTITTIGTGCGATTAGGAATTTGTGGAAATCGCCAT
TGCTCATAACACAAAAGCACCTGAATLTCAGATTCTTGTTCTGTACTTGACAGTTTTAGCCAATGAGGTGA
AATGCATGCTCTTTTATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
full-cDNA3’

Fig. 7.10. Secuencia completa del ADNc del elF4E de la linea Pl. En caja amarilla se indica el codén de
inicio (ATG) y en azul el codén stop (TGA). En rojo estdn marcados los nuevos cebadores (full-cDNA5’ y
full-cDNAS3’) que amplifican una banda de 1085 pb, que nos permitiran amplificar otras lineas parentales,
como Ved y WMR. La zona codificante contiene un polipéptido de 235 aminoacidos.

7.2.5. Polimorfismo detectado entre elF4E de PI, Ved y WMR-29

El alineamiento de las secuencias completas de ADNc de PI, Ved y WMR-29
mostrd la existencia un unico polimorfismo entre la linea resistente Pl y las dos lineas
susceptibles Ved y WMR en la posicién 683 rio abajo del codon ATG. El genotipo
resistente presentaba una timina (T), mientras que los genotipos susceptibles tenian
una adenina (A) (Fig. 7.11). Otros 2 polimorfismos se observan en la region
codificante, pero se trata de polimorfismos entre las lineas Pl/Ved y WMR, lo que
sugeria que estos polimorfismos no estan relacionados con la resistencia

/susceptibilidad.

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

PI (R) GGGACCGACTCAAACGCCTAACAGAAAATCCGAGGGCGGTGCCATTCTTCTTCGGTTCCT 60
Ved (S)

WMR29 (S)

PI (R) TCCCTTCCATTGATTCGATTCTTCAGATAACTCTCCATTCCACAAAGCACTGAAAACCCA 120
Ved (S) ACAAAGCACTGAAAACCCA 19
WMR29 (S) @ TCTCCATTCCACAAAGCACTGAAAACCCA 29

Kkhkhkkhkhkkkhkkhkkhhkkkhkkkhkhkkk

PI (R) AAATGGTAGTTGAAGATTCGATGAAAGCTACATCGGCGGAAGATCTTTCTAATTCCATTG 180
Ved (S) AAATGGTAGTTGAAGATTCGATGAAAGCTACATCGGCGGAAGATCTTTCTAATTCCATTG 79
WMR29 (S) AAATGGTAGTTGAAGATTCGATGAAAGCTACATCGGCGGAAGATCTTTCTAATTCCATTG 89

R Ik gk kb kb bk kg kb b Sk ki bk kb b kb bk gk gk kb bk gk ik i

Fig. 7.11. Pie de figura en pagina siguiente
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PI (R) CTAATCAAAACCCTAGAGGACGTGGCGGTGACGAAGATGAGGAACTTGAGGAAGGTGAGA 240

Ved (S) CTAATCAAAACCCTAGAGGACGTGGCGGTGACGAAGATGAGGAACTTGAGGAAGGTGAGA 139

WMR29 (S) CTAATCAAAACCCTAGAGGACGTGGCGGTGACGAAGATGAGGAACTTGAGGAAGGTGAGA 149
Khkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkkhhhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkkhkhhkkhhkhhkkhkk

PI (R) TCGTCGGCGACGACGACCTCGACTCCTCCAATTTGTCCGCGTCCCTAGTGCATCAGCCTC 300

Ved (S) TCGTCGGCGACGACGACCTCGACTCCTCCAATTTGTCCGCGTCCCTAGTGCATCAGCCTC 199

WMR29 (S) TCGTCGGCGACGACGACCTCGACTCCTCCAATTTGTCCGCGTCCCTAGTGCATCAGCCTC 209
R R R R R R B B R R R

PI (R) ACCCTCTBGAGCACTCTTGGACCTTTTGGTTCGATAACCCATCTGCCAAATCCAAGCAAG 360

Ved (S) ACCCTCTBGAGCACTCTTGGACCTTTTGGTTCGATAACCCATCTGCCAAATCCAAGCAAG 259

WMR29 (S) ACCCTCTHGAGCACTCTTGGACCTTTTGGTTCGATAACCCATCTGCCAAATCCAAGCAAG 269
Kok ok khkhkhk KKK KA KKK A Ak hh kAR AR AR A A KAk hh ok h kA AR KKK XK KKk Kk Kk Kk khkhkhkk* %

PI (R) CCACBTGGGGTGCGTCTATTCGACCGATCTATACCTTCTCTACCGTCGAGGAGTTCTGGA 420

Ved (S) CCACBTGGGGTGCGTCTATTCGACCGATCTATACCTTCTCTACCGTCGAGGAGTTCTGGA 319

WMR29 (S) CCACHTGGGGTGCGTCTATTCGACCGATCTATACCTTCTCTACCGTCGAGGAGTTCTGGA 329
Khkhkk Khhkhkkhkhkkhhhkhhhkhkhhkhkhhhkhhkhkkhkhhhkhhkhkkhhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhhkhhhkkhhkhkkkkk

PI (R) GTGTTTACAACAACATTCATCATCCAAGCAAATTGGCGATGAGGGCAGATTTGTACTGCT 480

Ved (S) GTGTTTACAACAACATTCATCATCCAAGCAAATTGGCGATGAGGGCAGATTTGTACTGCT 379

WMR29 (S) GTGTTTACAACAACATTCATCATCCAAGCAAATTGGCGATGAGGGCAGATTTGTACTGCT 389
khkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhhkkhhkhkkkkk

PI (R) TCAAACATAAAATTGAGCCTAAATGGGAAGATCCCGTTTGTGCTAATGGAGGGAAATGGA 540

Ved (S) TCAAACATAAAATTGAGCCTAAATGGGAAGATCCCGTTTGTGCTAATGGAGGGAAATGGA 439

WMR29 (S) TCAAACATAAAATTGAGCCTAAATGGGAAGATCCCGTTTGTGCTAATGGAGGGAAATGGA 449
Khkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhhkhkhkhkkhkhkhhkkhkk

PI (R) CTGTGAACTTTCCAAGGGGAAAATCTGATAATGGCTGGTTGTACACGCTGCTTGCTATGA 600

Ved (S) CTGTGAACTTTCCAAGGGGAAAATCTGATAATGGCTGGTTGTACACGCTGCTTGCTATGA 499

WMR29 (S) CTGTGAACTTTCCAAGGGGAAAATCTGATAATGGCTGGTTGTACACGCTGCTTGCTATGA 509
R R R R R R B B R R R

PI (R) TCGGAGAACAGTTTGACTGTGGTGATGAAATTTGTGGAGCAGTTGTTAATGTTAGGTCTG 660

Ved (S) TCGGAGAACAGTTTGACTGTGGTGATGAAATTTGTGGAGCAGTTGTTAATGTTAGGTCTG 559

WMR29 (S) TCGGAGAACAGTTTGACTGTGGTGATGAAATTTGTGGAGCAGTTGTTAATGTTAGGTCTG 569
R R R R R R R B R

PI (R) GGCAGGATAAAATATCAATTTGGACGAAGAATGCTTCCAATGAAGCTGCGCAGGCGAGCA 720

Ved (S) GGCAGGATAAAATATCAATTTGGACGAAGAATGCTTCCAATGAAGCTGCGCAGGCGAGCA 619

WMR29 (S) GGCAGGATAAAATATCAATTTGGACGAAGAATGCTTCCAATGAAGCTGCGCAGGCGAGCA 629
ok ok kkkkkkkkkkkkkkkkhkhkkkkk kA Ak kkkkkkkhkkkkkk kX Ak kkkkkkkkkkkkk*

PI (R) TTGGAAAACAGTGGAAGGAGTTTICTTGATTACAATGAGAGCATTGGCTTTATATTCCACG 780

Ved (S) TTGGAAAACAGTGGAAGGAGTTTCTTGATTACAATGAGAGCATTGGCTTTATATTCCACG 679

WMR29 (S) TTGGAAAACAGTGGAAGGAGTTTICTTGATTACAATGAGAGCATTGGTITTTATATTCCACG 689
ok ok kkkkkkkkkkkkkkkkhkhkhkkkkk kA kkkkkkkkhkhkhkkkk kX kk Kk kkkhkhkkkkkk*x

PI (R) ATGACGCAAAGAAATTCGATAGACETGCGAAGAATAAATATATGGTG TCTGTACGGT 840

Ved (S) ATGACGCAAAGAAATTCGATAGACATGCGAAGAATAAATATATGGTG TCTGTACGGT 739

WMR29 (S) ATGACGCAAAGAAATTCGATAGACATGCGAAGAATAAATATATGGTG TCTGTACGGT 749
Khkhkkhhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhh dhhkhkhhkhkhkhkkhhhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkkhkhkhhhkkhhkhhkkhkk

PI (R) TTCTAGTGCGTGGCGTGGGAGGAGGATAACTCGTCCTATTCGTGCAAAGCATGCTGCTGC 900

Ved (S) TTCTAGTGCGTGGCGTGGGAGGAGGATAACTCGTCCTATTCGTGCAAAGCATGCTGCTGC 799

WMR29 (S) TTCTAGTGCGTGGCGTGGGAGGAGGATAACTCGTCCTATTCGTGCAAAGCATGCTGCTGC 809
R R R R R B B R R

PI (R) ATCTCGGCATGTAAAGGTTGAGCTGTGGCTAGTGGGTACTACCTTTAGTTTCAACCTCCC 960

Ved (S) ATCTCGGCATGTAAAGGTTGAGCTGTGGCTAGTGGGTACTACCTTTAGTTTCAACCTCCC 859

WMR29 (S) ATCTCGGCATGTAAAGGTTGAGCTGTGGCTAGTGGGTACTACCTTTAGTTTCAACCTCCC 869
R R R R R R B R

PI (R) CTCCCCCGGAAAACCAAACACACCACCACCCAGGGAAAAAGAAAAAGAAGGTTTTAATTG 1020

Ved (S) CTCCCCCGGAAAACCAAACACACCACCACCCAGGGAAAAAGAAAAAGAAGGTTTTAATTG 919

WMR29 (S) CTCCCCCGGAAAACCAAACACACCACCACCCAGGGAAAAAGAAAAAGAAGGTTTTAATTG 929
Khkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhhkhkdhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkkhhkhhkkhkk

PI (R) GTAAACGATGTITTTTGTGCGATTAGGAATTTGTGGAAATCGCCATTGCTCATAACACAAA 1080

Ved (S) GTAAACGATGTTTTTGTGCGATTAGGAATTTGTGGAAATCGCCATTGCTCATAACACAAA 979

WMR29 (S) GTAAACGATGTTTTTGTGCGATTAGGAATTTGTGGAA 966

ER R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Fig. 7.11. Pie de figura en pagina siguiente
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PI (R) AGCACCTGAATCTCAGATTICTTIGTTCTGTACTTGACAGTTTTAGCCAATGAGGTGAAATG 1140
Ved (S) AGCACCTGAATCTCAGATTCTTGTTCTGTACTTGACAGTTTTAGCCAATGAGGTGAAATG 1039
WMR29 (S)

PI (R) CATGCTCTTTTATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1192

Ved (S) CATGCTCTTTTATAATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA-—————————————— 1077

WMR29 (S) @ —ommm e

Fig. 7.11. Alineamiento de las secuencias del ADNc del elF4E de PI, Ved y WMR-29. En amarillo se
indica el codon de inicio y en azul el codédn stop. El nucledtido polimérfico entre el genotipo resistente Pl y
los genotipos susceptibles PS y WMR se indica en caja verde y se localiza en la posicion 683 rio abajo el
cododn de inicio. El asterisco en la parte inferior de las secuencias indica identidad del nucleétido entre las
secuencias de los 3 genotipos en esa posicién. En caja roja se indican los 2 polimorfismos en la region
codificante entre las secuencias de Pl/Ved y WMR.

Ademas, solo el polimorfismo de la posicién 683 correspondia con un cambio
de aminoacido de la proteina en la posicion 228: los genotipos susceptibles Ved y
WMR-29 (CAT) presentaban una histidina (His) y el genotipo resistente PI (CTT)
presentaba una leucina (Leu) (Fig. 7.12). Los otros dos polimorfismos de la region
codificante son mutaciones en la tercera base del codén, mutaciones silenciosas que

no resultan en cambios en la secuencia proteica.

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

PI (R) MVVEDSMKATSAEDLSNSIANQNPRGRGGDEDEELEEGEIVGDDDLDSSNLSASLVHQPH 60

Ved (S) MVVEDSMKATSAEDLSNSIANQNPRGRGGDEDEELEEGEIVGDDDLDSSNLSASLVHQPH 60

WMR29 (S) MVVEDSMKATSAEDLSNSIANQNPRGRGGDEDEELEEGEIVGDDDLDSSNLSASLVHQPH 60
R R R R R R B R R

PI (R) PLEHSWTFWEDNPSAKSKQATWGASIRPIYTFSTVEEFWSVYNNIHHP SKLAMRADLYCE 120

Ved (S) PLEHSWTFWEDNPSAKSKQATWGASIRPIYTFSTVEEFWSVYNNIHHP SKLAMRADLYCF 120

WMR29 (S) PLEHSWTFWEDNPSAKSKQATWGASIRPIYTFSTVEEFWSVYNNIHHP SKLAMRADLYCF 120
hKhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhhkhkhkdhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhhkhhkkkk

PI (R) KHKIEPKWEDPVCANGGKWTVNFPRGKSDNGWLYTLLAMIGEQFDCGDEICGAVVNVRSG 180

Ved (S) KHKIEPKWEDPVCANGGKWTVNFPRGKSDNGWLYTLLAMIGEQFDCGDEICGAVVNVRSG 180

WMR29 (S) KHKIEPKWEDPVCANGGKWTVNFPRGKSDNGWLYTLLAMIGEQFDCGDEICGAVVNVRSG 180
khkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhhhkhkkhhhkhhkhkhdhkhkkhkhhkhkhhkhkkhhhkhkhhkhkdhhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkhkkhhkhhkkhkk

PI (R) ODKISIWTKNASNEAAQASIGKQWKEFLDYNESIGEF IFHDDAKKFDREAKNKYMV 235

Ved (S) QODKISIWTKNASNEAAQASIGKQWKEFLDYNESIGE IFHDDAKKFDRHAKNKYMV 235

WMR29 (S) QODKISIWTKNASNEAAQASIGKQWKEFLDYNESIGEF IFHDDAKKFDRHAKNKYMV 235

KA KKK KA KA KA KA KA KA KA KA A A A A KA A A AR A KA A A A KA A KA AR A A AAKAAAAKAKAKAXA AKX A AKX XK KK

Fig. 7.12. Comparacion de la secuencia proteica de las lineas susceptible Ved y WMR-29 y de la linea
resistente Pl, deducidas a partir de la secuencia del ADNc. El aminoéacido polimérfico se indica en verde:
una His (H) en los genotipos susceptibles y una Leu (L) en el resistente. Los nimeros del margen derecho
de la secuencia proteica indican el nimero de aminoacidos.

El alineamiento de la secuencia proteica de elF4E de meldn con las secuencias
de Arabidopsis thaliana (AY093750), S. cerevisiae (P07260), raton comun (Mus
musculus NP_031943), humano (Homo sapiens, M15353), lechuga (Lactuca sativa,
AF530162), pimiento (Capsicum annuum, AY122052) y guisante (Pisum sativum,
AY611425) muestra que la mutacion en melén no se localiza en ninguno de los

aminoacidos altamente conservados entre estas especies ni en aminoacidos
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implicados en el reconocimiento de la estructura 5’ cap (Fig. 7.13) (Marcotrigiano y

col., 1997).

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

Ratén  mmmmmemee e MATVEPETTPTTNPPPAEEEKTESNQEVANPEHYI 35
Humano = -—-———————————————————————- MATVEPETTPTPNPPTTEEEKTESNQEVANPEHYI 35
Arabidopsis MAVEDTPKSVVTEEAKPNSIENPIDRYHEEGDDAEEGE IAGGEGDGNVDESSK--SGVPE 58
Guisante MVVEETPKSIITDDQITTNPN-——-RVIEDDNNLEEGEILD-—-EDDSSATSK--PVVHQ 51
Meldn MVVEDSMKATSAEDLSNSIANQNPRGRGGDEDEELEEGEIVGDDDLDSSNLSA--SLVHQ 58
Lechuga  ——————= MKSEEQKLIDVNKHRGVRSDGEEDEQLEEGEIVGGDADTLSSSSSSRPGTAIA 53
Pimiento = ————————- MATAEMEKTTTFDEAEKVKLNANEADDEVEEGEIVEETDDTTSYLSKEIAT 51

S.cerevisiae

MSVEEVSKKFEENVSVDDTTATPKTVLSDSAHFDV

35

Wos e o
Ratén KHPLQNRWALWFFK***NDKSKTWQANLRLISKFDTVEBFWALYNHIQLSSNLMPGCDYS 92
Humano KHPLONRWALWFFK-—-—-NDKSKTWQANLRLISKFDTVEDFWALYNHIQLSSNLMPGCDYS 92
Arabidopsis SHPLEHSWIFWEDNPAVKSKQTSWGSSLRPVFTFSTVEEFWSLYNNMKHP SKLAHGADFY 118
Guisante PHLLENSWTFiFDTPAAKSKOBBWCSMRP IYTF STVEEFWS I YNNTHHPGKLAVADFY 110
Meldn PHPLEHSWTFWEFDNPSAKSKQATWGASIRPIYTFSTVEEFWSVYNNIHHPSKLAMRADLY 118
Lechuga QHPLEHSWTFWEDTPS KSKQVAWGSSMRPIYTFSSVEEFWSLYNNIHRPSKLA-DFY 113
Pimiento KHPLEHSWTFWEDNP KSKQAAWGSSIRNVYTFSTVEDFWGAYNNIHHPSKLVVGADLH 111
S.cerevisiae KHPLNTKWTLWYTKP-AVDKSESWSDLLRPVTSFQTVEEFWAIIQNIPEPHELPLKSDYH 94
Kok o Krixro LKL A T A A HH Lox L
Wio1 o °
Ratdn LFKDGIEPMWEDEKNKRGGRWLITLNKQQRRSDLDRFWLETLLCLIGESEFDDYSDDVCGA 152
Humano LFKDGIEPMWEDEKNKRGGRWLITLNKQQRRSDLDRFWLETLLCLIGESFDDYSDDVCGA 152
Arabidopsis CFKHIIEPKWEDPICANGGKWITMTFPKEKS———--DKSWLYTLLALIGEQFDHG-DEICGA 173
Guisante CFKHKIEPKWEDP ICANGGKWTANYPKGKS———--DTSWLYTLLAMIGEQFDHG-DEICGA 165
Meldn CFKHKIEPKWEDPVCANGGKWTVNFPRGKS——--DNGWLYTLLAMIGEQFDCG-DEICGA 173
Lechuga CFKNKIEPKWEDPVCANGGKWTMTFTKAKS——--DTCWLYTLLAMIGEQFDHG-DDICGA 168
Pimiento CFKHKIEPKWEDPVCANGGTWKMSFSKGKS——--DTSWLYTLLAMIGHQFDHE-DEICGA 166
S.cerevisiae VEFRNDVRPEWEDEANAKGGKWSFQLRGKGAD--IDELWLRTLLAVIGETIDEDDSQINGV 152
*:. :.* * k x .** * * * x ***.:**. :* R *.
Ratén VVNVRAKGDKIAIWTTESENRDAVTHIGRVYKERLGLPPKIVIGYQSHADTATKSGSTTK 212
Humano VVNVRAKGDKIAIWTTECENREAVTHIGRVYKERLGLPPKIVIGYQSHADTATKSGSTTK 212
Arabidopsis VVNIRGKQERISIWTKNASNEAAQVSIGKQWKEFLDYNNSIGFIIHEDAKKLDRNAKNAY 233
Guisante VV.VRGRAEKISIWTKNASNEAAQVSIGKQWKEFLDYNETMGFIFHDDARKLDRNAKNKY 225
Meldn VVNVRSGQDKISIWTKNASNEAAQASIGKQWKEFLDYNESIGFIFHDDAKKFDRIAKNKY 233
Lechuga VVNVRARQEKIALWTKNAANESAQLSIGKQWKEFIDYNDTIGFIFHEDAKTLDRSAKNKY 228
Pimiento VVSVRGKGEKISLWTKNAANETAQVSIGKQWKQFLDYSDSVGFIFHDDAKRLDRNAKNRY 226
S.cerevisiae VLSIRKGGNKFALWTK-SEDKEPLLRIGGKFKQVLKLTDDGHLEFFPHSSANGRHPQPSI 211
*ilox HE A HN Kroookron : : :

Ratdn NRFVV 217

Humano NREVV 217

Arabidopsis TA-—- 235

Guisante VV——— 227

Meldn MV--- 235

Lechuga TV--- 230

Pimiento TV-—-- 228

S.cerevisiae TL-—- 213

Fig. 7.13. Alineamiento de las secuencias proteicas predichas de elF4E del genotipo resistente de meldn
PI (C. melo), lechuga (Lactuca sativa, AF530162), Arabidopsis thaliana (AY093750), pimiento (Capsicum
annuum AY122052), ratdbn comun (Mus musculus, NP_031943), guisante (Pisum sativum AY611425),
humano (Homo sapiens, M15353), S.cerevisiae (P07260). Los aminoacidos implicados en la interaccién
con la estructura del ARNm 5’ cap se indican en color azul, donde se destacan los Trp 75 y 121 de
pimiento. Los aminoé&cidos implicados en el reconocimiento de las proteinas de unién a elF4E estan
indicados con un circulo negro en la parte superior de la secuencia (Marcotrigiano et al 1997). En
asterisco (*) en la parte inferior de la secuencia se indican los aminoacidos absolutamente conservados
entre estas especies en la posiciéon indicada. En rojo se indican las posiciones de las mutaciones
encontradas en elF4E de pimiento (Ruffel y col., 2002), guisante (Gao y col., 2004), lechuga (Nicaise y
col., 2003) y melén.
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7.2.6. Localizacion y amplificacion de los intrones del elF4E de melén

La estructura del gen elF4E esta estrictamente conservada entre Arabidopsis 'y
pimiento: los 4 intrones se encuentran exactamente en las mismas posiciones y el
tamano de los exones 2, 3 y 4 son casi idénticos. Ademas, también se ha observado
una estricta conservacién en la posicién del intron 2 entre otras especies como en
Drosophila, S. pombe y humanos, y del intrébn 1 en todas ellas excepto en Drosophila
(Ruffel y col., 2004). Estos datos indicaban que en melon probablemente también
estara conservada y por esto, la comparacion de la secuencias proteicas de elF4E de
Arabidopsis y melon permitié tener una prediccién de la posicién de los intrones en

este ultimo (Fig. 7.14).

10 20 30 40 50
melén MVVEDSMKATSAEDLS-— NSIANQNPRGRGGDEDEELEEGEIVG———DDDLDSSNLSASLV

Arabi MAVEDTPKSVVTEEAKPNSI**ENPIDRYHEEGDDAEEGEIAGGEGDGNVDES**SKSGV
10 20 30 40 50
1@
60 70 80 90 10[0 110
meldn HQPHPLEHQWTFWFDN3SAKSKQATWGASIRPIYTFSTVEEFWSVYNNIHHPSKLAMRAD

Arabi PESHPLEHQWTFWFDNDAVKSKQTSWGSSLRPVFTFSTVEEFWSLYNNMKHPSKLAHGAD

60 70 80 90 100 110
< Q
120 130 140 150 2160 170

melén LYCFKHKIEPKWEDPVCANGGKWTVNFPRGKSDNGWLYTLLAMIGEQFDCGDEICGAVVN

Arabi FYCFKHIIEPKWEDPICANGGKWTMTFPKEKSDKSWLYT LALIGEQFDHGDEICGAVVN
120 130 140 150 160 170

3 4
180 190 200 210 220 230
meldén VRSGQDKISIWTKNASNEAAQASIGKQWKEFLDYNESIGFIFHDD KKFDRLAKNKYMV

Arabi IRGKQERISIWTKNASNEAAQVSIGKQWKEFLDYNNSIGFIIHED KKLDRNAKNAYTA
180 190 200 210 220 230

Fig. 7.14. Comparacién de las secuencias proteicas de elF4E de melén (Pl) y Arabidopsis. Las lineas
verticales de color azul indican la posible posicién de los 4 intrones a partir de la secuencia de
Arabidopsis. Las cajas muestran la region donde se disefiaron los cebadores degenerados y las flechas
en la parte superior de éstos indican la direccion de los mismos.

Una vez predicha la posicion de los intrones, se disefiaron nuevos cebadores
(GSP 7for, GSP 7rev, GSP 8for, GSP 8rev) en la secuencia del ADNc del elF4E de PI
(apéndice B.5) de manera que cada par de cebadores flanqueaba cada uno de los
posibles intrones y de esta manera permitiria conocer el tamafno de los mismos. El
tamano aproximado de los intrones se obtuvo de la diferencia de tamafo entre el
producto amplificado con el par de cebadores sobre el ADN gendémico y sobre el ADNc
(Tabla 7.4).

La amplificacién del 1* intr6n se llevé a cabo con un par de cebadores que
fueron disefados para la amplificacion RACE-PCR (GSP 5for y GSP 2rev), y el
tamano aproximado era de 1.8 Kb. El resto de intrones se amplificaron con los
cebadores que se detallan en la tabla 7.4. El segundo, tercero y cuarto intron son de
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menor tamano, oscilan entre las 80 y 150 pb aproximadamente. El tamafio completo
del gen es de 3 Kb aproximadamente y fue obtenido amplificando con los cebadores
full-cDNA5' y ful-cDNA3’ sobre ADN gendmico (Fig. 7.15).

Tamano - L,
) banda sobre Tamano Pred|~CC|on
Intrén banda sobre tamano del Cebador 1 Cebador 2
ADN ADNG (pb) | intron (pb)
gendmico (pb)
1 1800 114 1686 GSP2 rev GSP5 for
2 320 173 147 GSP5 rev GSP7 rev
3 320 167 153 GPS7 for GSP8 rev
4 450 370 80 GSPS8 for full cDNA 3'
Gen completo 3000 1085 - full cDNA5S' full cDNA 3'

Tabla 7.4. En esta tabla se muestran los pares de cebadores utilizados para amplificar cada uno de los
intrones. Los tamarnos de los fragmentos amplificados sobre ADN genémico son aproximados ya que se
obtuvieron tras la visualizacion en gel de agarosa. El tamafio de los intrones es una prediccién obtenida
de la diferencia de la amplificacion sobre ADN genémico y ADNc. El tamafio de los fragmentos
amplificados con cada par de cebadores sobre el ADNc es exacto. Los tamafios de los fragmentos se
indican en pb.

El producto de PCR de cada intrén fue clonado y secuenciado. Las secuencias
del segundo, tercero y cuarto intron se obtuvieron directamente secuenciando con los
cebadores descritos en la tabla 7.4. En cambio, para el primer intron, al presentar un
mayor tamafo, el producto de PCR fue secuenciado con los cebadores de los
extremos GSP 2rev y GSP 5for, y ademas con cebadores internos que fueron
disefados en la secuencia del intron, elF4E-3rev y elF4E-4rev (secuencia detallada en
apéndice B.5). Las condiciones de PCR de los cebadores utilizados para amplificar los
intrones se detallan en el apéndice B.8.

Pl Ved W Bacl C- M

Fig. 7.15. Gel de agarosa que muestra la amplificacion con los cebadores full-cDNAS' y full-cDNAS3’ sobre
ADN gendémico de PI, Ved, WMR-29 y el BAC 1-21-10. El tamafio de la banda es de 3 Kb
aproximadamente y corresponde con el tamafo del gen completo del elF4E de mel6n. Pl: Pl 161375.
Ved: Vedrantais. W: WMR-29. BAC 1: BAC 1-21-10. C-: control negativo. M: marcador peso molecular 1
Kb ladder.
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7.2.7. Estructura y secuencia completa del gen elF4E de melén

A partir de las secuencias de los cuatro intrones, la secuencia completa de
ADNCc vy la prediccion de la posicion de los intrones, se elaboré la secuencia completa
del gen elF4E de melbén (Fig. 7.18) formada por una region 5-UTR de 122 nt, 5
exones y 4 intrones, una region 3-UTR de 323 nt y la cola de poliadenilacién. El
tamano exacto de los intrones 1, 2, 3 y 4 del gen es de 1719, 154, 154 y 78 nt
respectivamente, en concordancia con la prediccion que habiamos realizado (Tabla
7.4). El tamafo exacto de los exones 1, 2, 3, 4 y 5 es de 299, 166, 126, 66 y 51 nt
respectivamente (Fig. 7.16). Todos los limites de los exones/intrones siguen la regla
GT/AG. La secuencia del gen elF4E no muestra el promotor del gen, ya que aun no se
disponia de su secuencia (Fig. 7.18).

Exones
5UTR

His??® (CAT) Ved / WMR29

Lel?28 (CTT) PI

[EX1 299 pb] TGGAG/gtaga [intl 1719 pb] tcaag/TGTTT
[EX2 166 pb] AcacG/gtatt [int2 154 pb] aacag/CTGCT
[EX3 126 pb] cGCAG/gtaat [int3 154 pb] gctag/GCGAG
[EX4 66 pb] Tccac/gtacg [int4 78 pb] ttcag/GATGA

[EX5 51 pb]

Fig. 7.16. Estructura del gen elF4E de meldn, formado por 5 exones, lineas gruesas, y 4 intrones,
lineas finas. La mutacién en la posiciéon 228 en el exon 5 del elF4E de meldn se indica en el esquema.
El tamano de los exones e intrones se especifica en la parte inferior (ej. EX1 299 pb indica el tamafo
del exon 1). Se muestran los limites de los exones/intrones (en mayuscula la secuencia del exén y en
minuscula la del intrén) que cumplen la regla GT/AG.
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7.2.8. Analisis por Southern-blot

El andlisis por Southern-blot fue realizado con una sonda de 1.9 Kb amplificada
sobre el ADN del BAC 1-21-10 y los cebadores melF4E-F/R (apéndice B.2)
especificos del elF4E de melén. EI ADN de las tres lineas parentales Pl, Ved y WMR-
29 fue digerido con los enzimas de restriccion BamHI|, EcoRV, Pvull y Xbal, transferido
a una membrana y ésta fue hibridada con la sonda arriba descrita. La Fig. 7.17
muestra el revelado de la hibridacion. En las digestiones realizadas con BamH| y Pvull
se observa una unica banda del tamafno de 12 Kb aproximadamente, que nos indica
probablemente que el gen es de copia unica en el genoma de meldn. Las digestiones
realizadas con EcoRV y Xbal presentan digestion del gen ya que se distingue la
hibridacion de la sonda en mas de un lugar. No se observa hibridacion con el ADN del
BAC 1-21-10 (B), posiblemente por un error de carga de ADN (Fig. 7.17).

BamHI  EcoRV ~ Pwull Xbal
MPVWBPVWB PVWB PVWBM
12K —— + ﬂ‘ -

3 Kb

Fig. 7.17.Southern-blot. En esta membrana se puede observar la hibridacién
con una sonda de ADN de 1.8 Kb especifica del elF4E. P: Pl 161375, V:
Vedrantais, W: WMR-29, B: BAC 1-21-10.
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Secuencia completa del gen elF4E de melon (Ved)

GGGACCGACTCAAACGCCTAACAGAAAATCCGAGGGCGGTGCCATTCTTCTTCGGTTCC ,
TTCCCTTCCATTGATTCGATTCTTCAGATAACTCTCCATTCCACAAAGCACTGAARACC | 5’ UTR
CAAAATGGTAGTTGAAGATTCGATGAAAGCTACATCGGCGGAAGATCTTTCTAATTCCA
TTGCTAATCAAAACCCTAGAGGACGTGGCGGTGACGAAGATGAGGAACTTGAGGAAGGT .
GAGATCGTCGGCGACGACGACCTCGACTCCTCCAATTTGTCCGCGTCCCTAGTGCATCA | EXON 1
GCCTCACCCTCTGGAGCACTCTTGGACCTTTTGGTTCGATAACCCATCTGCCARATCCA
AGCAAGCCACCTGGGGTGCGTCTATTCGACCGATCTATACCTTCTCTACCGTCGAGGAG
TTCTGGAGGTAGAATTTTATTTTGATTTTAATTTTTCTCTCTCTCTCTTGCTTTCGATT
TTTTTTGTTTTTGGCGTTTCTTGGTTCGATTTAGGGAAAAT TTAGGAAACTTGGTGAGA
TAGAACATTAGGAAATTGAAATTTATTTTATGTTCTTTTTGTGCTTTAGTTCCGTTGGT
TTACTCTTGTTGTATTTGATTGGAAGTAAGGTGAGATAAAGAAGGGATTATGAATGTGA
GGGCTGGAGAGGGGACTGGACAATGTAGAAATTTGAAGGAATTTTTATTTTCTTGTCGT
GGGTCTTGAATGTATGGAATTTTTGTATTGATATTCTTGATATATTCATGGACCTAGGA
GGAACATCTGTGAAGCAATGCTTTCTGCTCCTGTTTTTGTATGTATTTTAAAACCCTCC
TTAGGGTTTTGTTTAGGAGCTCTGTTGAAGAGTTTATTTTCGACGTCCATATAGATTAT
TTTTTTTTTTTTAATATTCTCTAATTTGAAATTCTTTGATCGTGTGTCCGTTGTTARAA
CTTCATAATCAGATATCATATTATGAGCTATACTTGCAATTATACAAATATGAGAGCAG
CTACAAAATTAATGGTACTTGGAAATTACTTTGAATTTATATAAACAGTCATTTCTGCT
GATTTATCTTTACTAAGATTCCTCGACCATTGGTTTTCTTTTCAGCAACTAGATTTGGA
TGAGTTTGGATCATCAATCGTCGTTGATTTTTCACAACCGTTTTCCCTTATTTCTTGTT
TTTCCATCTACGATTGCTGGTTCAGCTTACCATCTTTGCCTCCTTCCTTCTTGCCTGCT
CTGTTTTGTAGTGGTCACTGATTTCTAGAGCTTTTGGCTTCATAAATTACACTATTTGA
ATTAACTATACTATGAGTTGGTCTAGTGGTCAATTAAGGGTGAATGTGGCAAAGGTTTT
TGAAGGAAATGAGTTTAAGCTATGGTGGCCATTGTGGCTACCTACCTGGTTTTAATATT
TTGACAGTCATAGTAGCCTCAAGTGTTGATCAGTGAGGAATGAGGATAATTGAGGTGCA
TTATTGCCTGCGTCCTGGCTTGGATACTCTTAGGCTTGTTTGATATCCATTTAATTTTT
GGTTTTTGATAATTAAATTTGTTATCTAACAATTTCTTTATAATGGTCTTAATCTCTCT
CAAGGTAACATTTGAATTCTTAGCTTGATTTCAAGGATAAAAAACAAATTTTTAAARACT
ATTTTTCTTTTCAAACCTAGCATGGATTTTACAAACATTGTTAAAAAGTAGGCAACGTG
GAAGTGGTAGCCATTATAAGCTTATTTTTTAGGACCAGAAATAGAAATCAAATGGTTAT
CAAACAGGGCTTCCTAGTTTATCTTGTTTTTTTACTTTTTAAATAGAATAAAAAATTGT
TAAAGCACTTTCATGCGTAAGTTTGCTTCTGAAATGTTCCTGTCTTGATGGTTATTCTG
TTGCTTCTACAAATTAATTAAAATCCTTATTTGTTTTTGGGACGGATTGGTTTTAGGGT
TCCATTTTTTACGCCTTCATTAGTTAAAATTATACATGGTTGTTTCGTGTTGACATGTC
CATCATCTTCATGAAAGTTTTTACTGCCGTACAACACTTAATCTTTTGCTTGGCTGTTA
ATTTATCTCTGCATTCCTTGTTTTTATTTGCATTGTGATTGGTTGATCAATTTGTTCGT
TTTTCCCTGCTTCAAGTGTTTACAACAACATTCATCATCCAAGCAAATTGGCGATGAGG i
GCAGATTTGTACTGCTTCAAACATAAAATTGAGCCTAAATGGGAAGATCCCGTTTGTGC | EXON 2
TAATGGAGGGAAATGGACTGTGAACTTTCCAAGGGGAAAATCTGATAATGGCTGGTTGT
ACACGGTATTACCCTGAATTCCATGTTTAATTCGACACATAAGCTGCTTCTTTTTAATT
ATTATTTTCTTTAAAATTTTAATGGTAATACACAAGCAAATATATTTAAGACTCTATTT
TATCATTATTGTTTTTCCTAACAATCAATTATTTCCAACAGCTGCTTGCTATGATCGGA ,
GAACAGTTTGACTGTGGTGATGAAATTTGTGGAGCAGTTGTTAATGTTAGGTCTGGGCA.| EXON 3
GGATAAAATATCAATTTGGACGAAGAATGCTTCCAATGAAGCTGCGCAGGTAATAACCA [ .
CAAGATCAAGTAATTTATTTAAAACCCATATATTTTCTCCAGCATAATATGCTCCACAT | iNtron 3
TAGTACAATACTCCATTCTGGCACACACAATGAACTTCATTTAAGTTCAATAAATCTTA i
ACATGTTCTTTTTTTTTTTTGGCTAGGCGAGCATTGGARAACAGTGGAAGGAGTTTCTT | EXON 4
GATTACAATGAGAGCATTGGCTTTATATTCCAC

GATGACG ,
CAAAGAAATTCGATAGACATGCGAAGAATAAATATATGGTCREATCTGTACGGTTTCTa | EXONS
GTGCGTGGCGTGGGAGGAGGATAACTCGTCCTATTCGTGCAAAGCATGCTGCTGCATCT
CGGCATGTAAAGGTTGAGCTGTGGCTAGTGGGTACTACCTTTAGTTTCAACCTCCCCTC
CCCCGGAARACCAAACACACCACCACCCAGGGAAAAAGARAAAGAAGGTTTTAAITGGT | g JTR
AAACGATGTTTTTGTGCGATTAGGAATTTGTGGAAATCGCCATTGCTCATAACACAAAR | ————
GCACCTGAATCTCAGATTCTTGTTCTGTACTTGACAGTTTTAGCCAATGAGGTGAAATG
CATGCTCTTTTATAATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

intrén 1

|immn2

Fig. 7.18. Secuencia completa del gen elFAE de mel6n (Ved), formado por 5 exones y 4 intrones, una regién
5'UTR y 3'UTR. En caja amarilla se resalta el codén de inicio ATG y en azul el codén stop TGA. Todos los
intrones siguen la regla GT/AG.
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7.3. DISCUSION

En este capitulo hemos descrito la identificacién de un gen candidato para nsv
mediante microsintenia con el genoma de Arabidopsis thaliana. La microsintenia hace
referencia a la colinealidad existente en pequefnos intervalos cromosémicos entre
genomas de diferentes especies, proximas o alejadas evolutivamente (Paterson y col.,
1996a; Paterson y col., 2000). En lugar de considerar las secuencias de un genoma
completo de una especie, se comparan secuencias de BACs que contienen genes
homdélogos y que han sido secuenciados y anotados completamente (Ku y col., 2000;
Liu y col., 2001; Mayer y col., 2001; Rossberg y col., 2001).

Recientemente, se ha descrito la existencia de microsintenia en un BAC de 117
Kb de meldén con dos regiones del genoma de Arabidopsis (van Leeuwen y col., 2003).
El analisis de la secuencia completa de este BAC (60K17), obtenido de una genoteca
de BACs de una linea dihaploide de mel6n, ha permitido tener una primera idea de la
estructura fisica del genoma de melén. Se han identificado tres genes de melén que
permitieron definir dos regiones en los cromosomas 3 y 5 de Arabidopsis que
presentaban un grado significativo de microsintenia, ademéas estas dos regiones de
Arabidopsis estan duplicadas.

Similares andlisis se han realizado entre Arabidopsis y otras especies. En la
comparacion entre Arabidopsis y tomate se ha encontrado una extensiva microsintenia
entre un segmento de 105 Kb del cromosoma 2 de tomate y los cromosomas 2 al 5 de
Arabidopsis (Ku y col., 2000) y entre un segmento de 57 Kb del cromosoma 7 de
tomate en la region del Lateral Suppressor y segmentos homologos de dos especies
de la familia de las Brasicaceas (Arabidopsis y Capsella) (Rossberg y col., 2001). La
comparacion entre arroz y Arabidopsis mostré microsintenia entre un segmento de 340
Kb del cromosoma 2 de arroz y un segmento del cromosoma 4 de Arabidopsis (Mayer
y col., 2001), mostrando asi que la microsintenia ocurre entre especies mono y
dicotiledéneas (Mayer y col., 2001). La microsintenia entre Arabidopsis y melon, y
entre otras especies dicotiledéneas y monocotiledéneas y Arabidopsis, sugiere que los
datos acumulados en una especie modelo pueden ser utilizados para la localizacién de
genes ortologos de otras especies de las que se tiene menor conocimiento, como las
que presentan un tamano grande de genoma o aquellas de las que no se dispone de
mapas genéticos saturados.

Por otro lado, el mapeo comparativo entre especies de la misma familia ha
revelado un alto grado de conservacién del contenido y orden de los genes a nivel de
grandes fragmentos de cromosoma o de cromosomas enteros, lo que se denomina

macrosintenia (Gale y Devos, 1998; Bennetzen, 2000; Paterson y col., 2000). El mejor
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ejemplo de macrosintenia esta descrito en la familia de los cereales (Poaceae).
También se ha observado una amplia macrosintenia dentro de las familias
Solanaceae, Brasicaceae, Rosaceae y Fabaceae.

En este capitulo, se describe por primera vez un gen candidato en melén
obtenido a partir de la comparacién con el genoma de Arabidopsis. El analisis de la
microsintenia entre las dos especies revel6 que habia conservacion de genes en esta
region, aunque no se conservaba el orden de los mismos (Fig. 7.1). La identificacion
del gen candidato elF4E, gracias a la microsintenia, ha permitido avanzar de una
manera mas rapida en el clonaje del gen de resistencia nsv, ya que no ha sido
necesaria la secuenciacion completa del BAC que contenia el gen, el ensamblaje de
las secuencias y finalmente, la busqueda y validacion de genes candidatos.

El primer gen de resistencia natural recesivo aislado en plantas fue pvr2 contra
el virus Y de la patata (PVY) en pimiento que codifica para el factor de iniciacion de la
traduccién de eucariotas 4E (elF4E) (Ruffel y col., 2002). El gen elF4E también ha sido
descrito como el responsable de otros genes de resistencia naturales: el gen mo1 de
lechuga contra el virus del mosaico de la lechuga (LMV) (Nicaise y col., 2003) y el gen
sbm1 de guisante contra el virus del mosaico de la semilla del guisante (Pea seed-
borne mosaic virus, PsBMV) (Gao y col., 2004). En todos estos casos, se trata de
genes de resistencia recesivos contra potyvirus. En el caso de los genes pvr2, mo1y
sbm1, las mutaciones que confieren resistencia se encuentran cercanas al dominio de
unién a la estructura 5’ cap o dentro de este, pero nunca afectan a aminodacidos clave
implicados en el reconocimiento de la estructura 5 cap, como los residuos Trp
conservados en las posiciones 75y 121 en pimiento (Trp82 y Trp128 en meldn), que
son esenciales en el primer paso de iniciacion de la traduccién en ARNm eucariéticos
(Fig. 7.13), lo que sugiere que las funciones clave del factor 4E no estan afectadas. A
diferencia de estos casos, en meldn, la Unica mutacién de elF4E que se ha identificado
entre los genotipos resistentes y susceptibles se localiza en la posicion 228, lejos del
dominio de unién al cap, y tampoco afecta a ninguno de aminoacidos altamente
conservados entre eucariotas.

Esta mutacién es un cambio no conservativo: una histidina (basico, polar)
presente en el genotipo susceptible frente a una leucina (apolar) en el genotipo
resistente. Ademas, cabe remarcar, que varios genotipos de melén, algunos de ellos
variedades comerciales resistentes y susceptibles al virus, conservan esta misma
mutacioén (resultados obtenidos en nuestro laboratorio no incluidos en esta tesis). Por
otro lado, también se clon6 el ADNc de elF4E de Nicotiana benthamiana, una especie
que no es infectada por el MNSV, y el aminoacido que corresponderia en esta posicion
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es una alanina, un aminoacido hidrofébico del mismo grupo que la Leu, presente en la
linea resistente Pl (C. Nieto, comunicacion personal). Todo esto, sugiere que este
cambio de amino&cido podria ser el responsable de la resistencia, ya que es la Unica
diferencia existente entre las proteinas elF4E de genotipos resistentes y susceptibles.

Asi pues, se trata de la primera vez que se describe el factor elF4E como un
gen de resistencia natural contra un virus que no pertenece a la familia de los
potyvirus. Su diferencia frente al resto de genes de resistencia naturales recesivos que
codifican para elF4E es la posicion de la mutacién que confiere la resistencia, alejada
del dominio de unién a la estructura cap.

El trabajo realizado en esta tesis ha consistido en la identificacién de un gen
candidato para el gen de resistencia nsv. Sin embargo, los experimentos de
complementacién transitoria y/o estable seran los que confirmen que realmente el
factor elF4E es el gen de resistencia nsv. En este momento de depositar esta tesis,
estos resultados estaban ya disponibles (C. Nieto, comunicacién personal) vy
demostraban que nsv esta codificado por el factor de iniciacion de la transcripcion 4E.
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8. SNPs DETECTADOS EN ESTs DE MELON

El contenido de este capitulo ha sido publicado en la revista Genome.

Morales M, Roig E, Monforte A J, Arus P, Garcia-Mas J (2004). "Single-nucleotide
polymorphisms detected in expressed sequence tags of melon (Cucumis melo
L.)." Genome 47: 352-360.

En este capitulo se describen distintos métodos de deteccidon de SNPs en
secuencias ESTs de meldn. Algunas de las técnicas descritas, como por ejemplo el
SNaPshot, han sido utilizadas para cartografiar varios marcadores en el mapa
genético de meldn de alta resolucién de la region del gen nsv, que ha permitido llevar
a cabo el clonaje posicional de dicho gen.

8.1. INTRODUCCION

El melén (Cucumis melo L.) es un cultivo horticola de importancia econémica
en climas tropicales y subtropicales. Es una especie diploide (2n = 2x = 4) y tiene un
tamano estimado del genoma relativamente pequefio, 450 Mb (Arumuganathan vy
Earle, 1991). El nivel de polimorfismo en melén es relativamente elevado, como se
indica en Monforte y col. (2003), en un estudio con marcadores SSR en una amplia
coleccién de germoplasma de meldn.

Se han construido varios mapas genéticos de melon principalmente con
marcadores RAPD, RFLP, AFLP y SSR (Oliver y col., 2001; Périn y col., 2002), y
algunos caracteres agronémicos importantes (por ejemplo, resistencia a enfermedades
de tipo monogénico) han sido cartografiados en dichos mapas (Morales y col., 2002;
Périn y col., 2002). La resistencia a enfermedades es uno de los objetivos més
importantes en el cultivo del meldn, junto con los caracteres relacionados con la
calidad del fruto, como la maduracién, la textura o el contenido en azucares. La
mayoria de los caracteres que controlan estos procesos presentan una herencia
cuantitativa. Una vez se conoce la posicion de un QTL (“quantitative trait locus”) es
necesario un mapa de alta resolucion de la regién para caracterizar completamente el
QTL (Fridman y col., 2000).

Los polimorfismos de un unico nucleétido (“Single-nucleotide polymorphisms”:
SNPs) son el tipo de variacidén mas frecuente encontrada en el ADN (Brookes, 1999).
Debido a su alta frecuencia de aparicién en los genomas, los SNPs son una fuente rica
de variabilidad que puede ser usada para saturar mapas genéticos. Los SNPs son
también potencialmente ltiles para realizar mapeado por asociacion de caracteres de

121



8. SNPs detectados en ESTs de melén

interés, como se describe en algunas enfermedades genéticas humanas (Botstein y
Risch, 2003).

A pesar de que individualmente los SNPs, debido su naturaleza bialélica, son
menos informativos para estudios de genética de poblaciones, éstos presentan varias
ventajas sobre otro tipo de marcadores, como su alta frecuencia y su féacil
automatizacioén. Iniciativas dedicadas al descubrimiento y anotacibn de SNPs
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) han llevado a la construccion de mapas densos en

humanos y en raton (Wang y col., 1998; Lindblad-Toh y col., 2000; International SNP
Map Working Group 2001). En plantas, los SNPs han sido detectados con alto
rendimiento en Arabidopsis (Cho y col., 1999). Pero, debido al elevado coste de la
tecnologia para el descubrimiento y la deteccién de los SNPs, éstos no han sido
utilizados ampliamente en plantas.

Especificamente, las colecciones de EST son una buena fuente de
descubrimiento de SNPs (cSNPs) y han sido recientemente utilizadas para
identificarlos en algunas especies vegetales, como la remolacha azucarera (Beta
vulgaris L.) (Schneider y col., 2001), maiz (Zea mays L.) (Ching y col., 2002), arroz
(Oryza sativa L.) (Nasu y col., 2002), soja (Glycine max L. Merr.) (Zhu y col., 2003) y la
cafna de azucar (hibrido Saccharum) (Grivet y col., 2003).

Algunos métodos descritos permiten la deteccion de SNPs con un alto
rendimiento. Cabe remarcar, los métodos basados en las reacciones de extension de
un Unico cebador, como la reaccion de pirosecuenciacion (Alderorn y col., 2000) y la
espectrometria de masas MALDI-TOF (Rodi y col., 2002). Existen otros métodos
basados en la deteccion de secuencias heteroduplex mediante cromatografia liquida
de alto rendimiento en condiciones desnaturalizantes (O'Donovan y col.,, 1998) o
ensayos de PCR Tag-Man (Livak, 1999) entre otros. Ademas, también hay disponibles
algunas estrategias de menor coste basadas en electroforesis en geles de agarosa,
como los marcadores CAPS (“Cleaved-Amplified Polymorphic Sequence”) (Konieczny
y Ausubel, 1993). Escoger uno de estos métodos para la deteccion de SNPs, depende
en gran parte del numero de muestras que se van a analizar, del coste de la reaccidén y
del proceso automatizado utilizado.

Por tanto, se realiz6 un estudio para estimar la frecuencia de los SNPs en
secuencias codificantes de meldn, y asi, utilizar mas frecuentemente este tipo de
marcador en aplicaciones genémicas en meldén. Con este propdsito, un grupo de
secuencias EST de mel6n fue usado como fuente de descubrimiento de SNPs, usando
la resecuenciacion de ADN de dos genotipos de melon genéticamente distantes.
Algunos de los SNPs detectados fueron posicionados en un mapa genético construido
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anteriormente, usando marcadores CAPS y la tecnologia de la extension del cebador

Unico.

8.2. RESULTADOS

8.2.1. Distribucién y tipos de polimorfismos

Un total de 41 secuencias EST fueron escogidas para disefar cebadores y
amplificar sobre las lineas parentales Pl y PS. Los ESTs seleccionados fueron
extraidos de una coleccion de 1085 ESTs de melon de nuestro laboratorio (datos no
publicados) basados en secuencias que contenian el extremo 3° UTR y la cola de
poliadenilacion (poliA+). Seis ESTs correspondian a marcadores RFLP que habian
sido posicionados en el mapa de melén de Oliver y col. (2001). Treinta y cuatro ESTs
(82.9%) amplificaron claramente un fragmento usando ADN genémico de melén como
molde (Tabla 8.1). Los siete ESTs restantes (17.1%) fallaron en el paso de la
amplificacién. En 18 (52.9%) de los ESTs amplificados, el tamano de los fragmentos
obtenidos fue mayor que el tamafno esperado de la secuencia EST. En todos los
casos, esto fue debido a la presencia de al menos un intrén en la regién amplificada
entre los cebadores. En el resto de ESTs (16), el tamaro del fragmento amplificado fue
el esperado (Tabla 8.2).

Se secuenciaron aproximadamente 15 kb del ADN de mel6n y se identificaron
un total de 43 polimorfismos (34 SNPs y 9 pequenas inserciones). La frecuencia de
SNPs calculada fue de 2.26 x 10 ~® en este grupo de ESTs o la equivalencia de 1 SNP
cada 441 pb. Las pequefas inserciones-deleciones (indels) ocurrian con menor
frecuencia, 1 cada 1666 pb. Encontramos 11 SNPs (32%) en secuencias codificantes,
mientras que los 32 restantes (68%) fueron localizados en regiones no codificantes, y
tanto en la regiébn 3 UTR o en intrones. No se localizaron indels en regiones
codificantes. La longitud de los nueve indels varié entre 1 pb (el mas frecuente, 5
veces) hasta 13 pb (una unica vez). Se detectaron de media 1.26 polimorfismos en
cada amplicon. De los 34 SNP detectados, 23 (68%) fueron transiciones mientras que
11 (82%) fueron transversiones.

Siete (64%) de los once SNPs localizados en regiones codificantes produjeron
cambios sindnimos, (en seis de ellos, el SNP se localizaba en la posicion tercera del
codon), mientras que 4 SNPs (36%) producian cambios no sinénimos.
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Tabla 8.1. ESTs seleccionados en este estudio. Se muestra su mejor homologia BLASTX y su correspondiente valor E.

cor | Meoremologiecon | Especie [ vaork | Secvencitscobadoree | Accesion
CM1.11 Unknown protein Arabidopsis thaliana 2e-32 g.'? :‘GA.?g ggﬁgggégg%%%&% CF674896
CM1.20 GTP-binding protein Pisum sativum 6e-21 TSR CARCA CF674898
CM1.21 60S ribosomal protein L1 Prunus armeniaca 2e-34 Gﬁi%%%ﬁ}%ﬁ%%%ﬁg?;g;ﬁ A CF674899
CM1.41 Calmodulin 7 Arabidopsis thaliana | 2e-78 Prfveasliacalciiy iyl CF674901
CM1.44 Not significative - - gﬁfgﬁgggﬁgg Eggggfg;é CF674902
CM1.50 EIN3-like protein Cucumis melo 314 | AT e TTCAGA | CF674903
ez | MO | s guas | 7007 | SeemOMAAICOCARCT | CG7Ag0s
CM2.48 Cystejn pr_oteinase Cucumis sativus 76-33 AGAGATTTGTGTGTGTATTGAAA CF674909

inhibitor ATCATTAAGGAGAGGGGAAG
CM2.68 60s ”bof_‘;@‘:' protein Arabidopsis thaliana | 5e-36 Cég&ggﬁgﬁﬁ?gﬂgﬁ%@ﬁ%c CF674910
CM2.75 CER{1-like protein Arabidopsis thaliana | 1e32 | L ATSCRCCRAAAGCGACAAIC | CF674911
CM2.76 Glycolytic glyceraldehyde Antirrhinum majus 26-12 CGGAATTGCATTGAACGAC CF674912
3-phosphate dehydrogenase TGGAAAAACCAAATCTATTTCGAG
CM5.10 | Calcium-binding protein Caeé’,g; habtis 2605 | aro O aoacy | CH674913
CM5.14 Putative argininosuccinate Arabidopsis thaliana 56-06 CATCTCTATGGCCTCCCAAC CF674914
synthase CAACAAAACGAGCAGCCATA

CM5.29 Water channel-like protein Arabidopsis thaliana 2e-80 ETEC'?"?‘F%E-FGTC?EA?S’?X%EE&QFTF CF674915
cwzr | PUEEEEEe | opeme | s | SCTOOAMGMKTIGACGT | GRErAois
cuaso | PO IDAIORINE | racana | aeme | SOTACSCICCACICICACAS | CroTedt7
CM5.61 Ferredoxin-like protein Capsicum annuum 1e-33 gggﬁé?é;gggg?ﬁggg;gz CF674918
wass | ST | prsssssvigms | 711 |y SoOSACSSCRIIIOGH | CFoTAdTo
CMES | oloyaninplocuser | Cucumissaius | 1628 | GOANGGATGOAMAGAMGTA | o or
wars | Camietettn T eamas | e | AGOMCCIAIGASGSASIC | Cro74020
st | OBt | apopss atana | owe | THCICTACTIGSIATIACGOATG | Grevase!
MC203 Putative girg?eﬂnc finger Arabidopsis thaliana | 4e-38 TCGT gﬁﬁgﬁ%ﬁg g%%%’f‘r%ﬁg CF674923
MC206 Histone H2B Gossypium hirsutum 3e-29 iﬁgg%%ﬁ?é’g’gg;;? :‘.ﬁg /_'\A CF674924
MC224 Extensin-like protein Glycine max 9e-23 %?Eé%&?ﬁ%gg?ﬁ?gggggg CF674925
MC275 Unknown protein Arabidopsis thaliana 3e-41 AM?ggﬁ?gﬁg%ﬁg%&%&%’gﬁé%ATG CF674927
wosss | ORISR | g v | so2 | GHCKACTICACEGCCME | CF7ASEg
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Tabla 8.2. En esta tabla se muestra para los 34 ESTs: el tamafo predicho y real de los amplicones amplificados, el
nuamero de SNPs descubierto en cada EST, el tipo de polimorfismo y la localizacién y posicion del SNP en la
secuencia. Continua en pagina siguiente.

. Tamaiio i L
EST Tamaiio lificad Numero de Posicion y
. ampliticado - localizacion del
redicho (b SNPs/indels -
P (bp) (bp) SNP/indel

T—C 145 (intron)
CM1.8 496 587 3 G—C 167 (intron)
T—C 275 (coding)

CM1.9 437 437 0 -
C—T 81(coding)
CM1.11 446 800 3 A—G 212 (intron)
C—A 219 (intron)
CM1.15 460 1500 0 -
CM1.20 296 296 1 A5G 210 (3UTR)
CM1.21 586 1100 2 T—C 671 {intron)
T—C 948 (3’ UTR)
CM1.32 532 600 0 -
CM1.41 559 2000 1 +T PS 1456 (intron)
CM1.44 530 800 1 +T PI 230 (intron)
CM1.50 260 260 1 T—C 153 (3'UTR)
CM2.12 422 750 1 A—T 200 (intron)
A—C 102 (3UTR)
CM2.20 250 300 3 +AA PS 191(3'UTR)
A—T 207 (3UTR)
CM2.22 365 365 2 TG 128 {coding)
C—T 166 (coding)
CM2.46 482 800 0 -
CM2.48 400 400 1 G—T 142 (coding)
CM2.68 323 323 0 -

T—A 181 (intron)
CM2.75 491 588 3 C—T 283 (coding)
T—C 476 (3UTR)
C—T 161 (intron)

CM2.76 386 487 2
C—T 272 (3UTR)
CM5.10 491 491 1 G—C 366 (3UTR)
CM5.14 351 351 0 -
CM5.29 727 900 1 +T PI 113 (3'UTR)
CM5.37 458 600 0 -
T—C 316 (intron)
C—T 340 (intron)
A—G 377 (intron)
CM5.50 351 700 6 T—C 379 (intron)
+13 bp PS 442
(intron)
C—G 459 (intron)
CM5.61 307 307 0 -
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. Tamafio i i
EST Tamafo ificad Numero de Posicion y
. ampliticado - localizacion del
predicho (bp) (bp) SNPs/indels SNP/indel
CM5.64 330 420 1 A—T 238 (3'UTR)
T—C 72 (coding)
CM6.9 325 650 2
+A PS 258 (intron)
+T P1 109 (intron)
+AAG PS 463
CM6.79 447 1000 3 )
(intron)
A—G 483 (intron)
A—G 134 (coding)
CM6.81 390 390 2
A—G 301 (coding)
MC203 313 313 0 -
MC206 383 383 1 C—T 21 (coding)
+GTT PI1 299
MC224 495 495 1
(BUTR)
MC252 1204 1204 1 C—T 166 (coding)
MC275 556 556 0 -
MC344 690 800 0 -

8.2.2. Deteccion de SNPs y mapeado

Se utilizaron tres diferentes métodos para establecer un sistema eficiente de
mapeado de SNPs en mel6n. El primero consistié en la identificacion de enzimas de
restriccién que cortaran selectivamente uno de los alelos en las inmediaciones de la
posicion del SNP o del indel, produciendo marcadores CAPS. Para el 70% de los
ESTs que contenian SNPs, al menos un enzima de restriccion podia distinguir entre
ambos alelos. Pero varios de estos enzimas no estaban disponibles comercialmente.
Seis de los amplicones EST fueron digeridos con el enzima de restriccion predicho en
seis posiciones SNP (CM2.22 con Bfal, CM5.50 con Tagl, CM1.11 con Alul, CM1.21
con Nilalll, CM1.41 con Msll y MC252 con Alul). Para CM1.11, CM 1.21 y CM2.22 se
obtuvieron un gran numero de fragmentos después de la digestién con sus enzimas
respectivos, y por tanto, no se pudieron interpretar correctamente, y estos fueron
descartados. En los 3 restantes, el polimorfismo fue claramente visible incluso en
genotipos heterocigotos y fue adecuado para genotipar en la poblacion de LDHs (Fig.
8.1).

Se explor6 un método alternativo para genotipar SNPs: la tecnologia de la
extension del cebador unico con SNaPshot. Para CM1.11, se disend un cebador
interno para la deteccion del SNP C —A en la posicién 219. La reaccion de la
extension del cebador produjo una buena deteccion de ambos alelos C y A en ambas
lineas parentales como se muestra en la figura 8.2. El pico del alelo C (Pl 161375)
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define una banda de peso molecular mas bajo cuando es comparada con el pico del
alelo A (“Piel de Sapo”). En un individuo de la F1 ambos picos estan presentes,
confirmando que este tipo de marcador es codominante.

540 pb

350 pb

190pb —>

Figure 8.1. Marcador CAPS desarrollado a partir del SNP CM5.50 después de la digestion del producto
de PCR con el enzima Tagl. La banda de 540 pb representa el alelo de la linea parental resistente PI,
mientras que el alelo de la linea susceptible PS corresponde a las dos bandas de 350 y 190 pb. El
individuo H presenta las 3 bandas. M: marcador de peso molecular pUC Mix, Pl: Pl 161375, PS: Piel de
Sapo, LDHs: 11 lineas doble haploides de la poblacion que fue cartografiada. H: Heterocigoto

» C 1? 30 » C 1? 30

| |
PI 161375 JL DHL 17
Mel de sapo’ K DHL 40

f\ DHL 3
/\ DHL 15
_MHL 24 /k DHL 22
J DHL 26 J N\ Fl

Fig. 8.2. Deteccion del SNP CM1.11 con la reaccion de la extension del cebador Unico usando
dideoxinucleétidos (SNaPshot). Se muestra el producto de la reaccién en las dos lineas parentales y en
9 lineas LDHs de la poblacion. El pico de menor peso molecular corresponde con el alelo C y el de
mayor peso con el alelo A. Los nimeros de la parte superior de la figura indican el tamafio del producto
de extension en pb.
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Finalmente, para el EST MC224, que contiene una insercion de 3 pb en el alelo
Pl, se disefiaron cebadores especificos flanqueantes a la insercién que amplificaron un
pequeno fragmento de 92 pb. Después de la amplificacién, los fragmentos resultantes
fueron detectados mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida, usados también para la deteccion de SSRs. Un cebador especifico fue
marcado con el fluorocromo IRD-800 y el producto fue visualizado en un secuenciador
LICOR (datos no mostrados). Este EST habia sido previamente mapeado como un
RFLP en el mapa genético de Oliver y col. (2001).

Cinco ESTs que mostraban un SNP entre las lineas parentales Pl y PS fueron
cartografiados en este mapa genético de mel6n (CM1.11, CM1.41, CM5.50, MC252 y
MC224). El marcador MC224 mapeaba en el grupo de ligamiento G12, MC252 y
CM4.14 en el grupo de ligamiento G8, CM5.50 en el grupo de ligamiento G5 y CM1.11
en el grupo de ligamiento G10. Para MC224 y MC252, la posicion del SNP en el mapa
fue idéntica a la original obtenida con su correspondiente RFLP.

8.3. DISCUSION

La frecuencia de SNPs en las regiones codificantes en melén se ha estimado
en este estudio usando un numero pequeno de ESTs (34) y las lineas parentales del
mapa de referencia construido por Oliver y col (2001). Una de las lineas (Pl 161375)
es una accesion coreana incluida en el grupo Conomon, mientras que la otra (“Piel de
Sapo”) pertenece al grupo Inodorus (Monforte y col., 2003). Pertenecen a dos de los
grupos mas distantes del melon cultivado, como se determiné previamente con
distintos marcadores (Garcia-Mas y col., 2000; Monforte y col.,, 2003). Hemos
encontrado que el 67% de los ESTs analizados contienen al menos un SNP o un indel
entre las dos lineas parentales en la region secuenciada. Este valor es similar a la
frecuencia de sondas que detectan un RFLP polimérfico en las mismas lineas
parentales. (65%, Oliver et al. 2001). Para cada EST secuenciamos sélo una de las
cadenas del amplicdn, con una media de 440 pb. En los ESTs monomérficos CM1.15,
CM1.32, CM2.46, CM5.37 y MC344, el tamarno del fragmento amplificado era mayor
que la media de la region secuenciada (Tabla 8.2), quedando regiones de unos 420
pb/amplicon sin analizar. Esto significa que SNPs adicionales podrian estar presentes
en estas regiones no analizadas, incrementando asi la media del numero total de
ESTs polimorficos. En siete ESTs (17%) no hubo amplificacion de ningun fragmento
de ADN, probablemente debido a la presencia de largas secuencias intrénicas, al igual
que ha sido publicado en otras especies (Bhattramakki y col., 2002; Nasu y col., 2002).
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La frecuencia observada de SNPs entre las dos lineas parentales fue elevada,
con un valor medio de 1 SNP cada 441 pb. Ademas de los SNPs, también
identificamos pequefios indel con una media relativamente elevada de 1 cada 1666 pb.
En humanos, la frecuencia de SNPs entre los cromosomas equivalentes es
aproximadamente de 1 cada 1000 pb (Brookes, 1999), menos que la mitad del valor
detectado entre los dos genotipos de mel6n examinados aqui. En Arabidopsis thaliana,
la disponibilidad de la secuencia completa del genoma del ecotipo Col-0 y la secuencia
parcial del ecotipo Ler ha permitido la estimacién bioinformatica de las frecuencias de
SNPs o indels (Jander y col., 2002). Como resultado, se detecto un SNP cada 3.3 Kb y
un indel cada 6.6 Kb. En la remolacha azucarera, la frecuencia estimada de SNPs,
usando dos genotipos evaluados con 37 ESTs, fue de un SNP por cada 130 pb
(Schneider y col., 2001). En un estudio reciente realizado entre 36 lineas cultivadas de
maiz y 17 ESTs, se detectaron como media 1 SNP cada 60.8 pb y un indel cada 126
pb (Ching y col., 2002). La media entre 5 genotipos de arroz y una especie de la
familia Oryza fue de un SNP cada 89 pb y entre dos genotipos seleccionados al azar
fue menor, uno cada 232 pb (Nasu y col., 2002).

Los valores mencionados anteriormente en humanos, arroz y Arabidopsis
fueron obtenidos de secuencias gendmicas que contenian regiones codificantes y no
codificantes. Sin embargo, estos datos no son directamente comparables con los que
hemos obtenido nosotros en melén, ya que en nuestro caso sélo fueron utilizadas
regiones codificantes y regiones vecinas como el 3'UTR e intrones. Asi pues, la actual
frecuencia de SNPs en melén podria estar subestimada por que sélo fueron
analizadas regiones codificantes, en las cuales el indice de polimorfismo es menor que
en regiones no codificantes. No obstante, estos primeros datos sugieren que el nivel
de polimorfismo entre estos dos genotipos de melén no es tan elevado como el valor
medio encontrado en arroz, maiz o remolacha azucarera, pero mayor que el indicado
para Arabidopsis.

En concordancia con los datos publicados en humanos y remolacha azucarera
(Wang y col., 1998; Schneider y col., 2001), encontramos un 68% de transiciones y
32% de transversiones. Al observar los SNPs que ocurren en regiones codificantes, la
proporcién de SNPs sin6nimos y no sinénimos fue comparable con los valores
descritos en maiz (63% sin6nimos en melon frente a 72% de sinbnimos en maiz
(Ching y col., 2002)). Zhu y col. (2003) han descrito recientemente que la baja relacién
de mutaciones sinénimas frente a las no sin6nimas en soja (2.6, similar al 1.7 en
meldn) podria sugerir la presencia de un nivel relativamente elevado de mutaciones

ligeramente deletéreas. Habia mas SNPs en regiones no codificantes intrénicas y en 3’
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UTR (23) que en regiones codificantes (11). Esto también fue observado en maiz
(Ching y col., 2002) y en soja (Zhu y col., 2003). Este punto es importante, y sugiere
que el descubrimiento de SNPs podria enfocarse hacia el 3 UTR del ADNc o en
posiciones conocidas donde se localizarian los intrones. Seria conveniente una
busqueda previa en las bases de datos para conocer la posicién de intrones en genes
ortélogos correspondientes a los EST de melén, ya que podria ayudar para la
prediccibn de la posicibn del correspondiente intrébn en el gen de melon.
Seleccionando cebadores que flaquearan estos intrones se podria maximizar la
probabilidad de encontrar polimorfismos (SNPs o indels).

Una tecnologia optimizada para la deteccibn de SNPs deberia de ser
facilmente manejable, de bajo coste y con la posibilidad de genoctipar cientos de
muestras en una operacion de alto rendimiento. La decision de utilizar marcadores
CAPS es la mas sencilla cuando el SNP ocurre en una diana de restriccion. Para los
24 ESTs en los que al menos identificamos un SNP o un indel, sélo el 70% se podian
detectar potencialmente como CAPS. Aproximadamente la mitad de estos marcadores
no fueron utiles porque el enzima no se encontraba disponible comercialmente o por
que el patron de bandas obtenido fue dificil de interpretar. La conclusién es que los
marcadores basados en CAPS son adecuados para mapear s6lo en una pequefa
parte de los SNP en melon y que este sistema no deberia considerarse para un
programa de deteccion de SNPs a gran escala en melén, por que no es de facil
automatizacion.

Como alternativa a los marcadores CAPS, cuya automatizaciéon es razonable,
aplicamos con éxito el método SNaPshot para detectar y mapear el SNP CM1.11. El
protocolo de la extension del cebador funciona eficazmente, sin embargo, el coste de
la reaccion es demasiado elevado y el proceso requiere dos pasos de purificacion
previos a la deteccion del SNP, incrementando asi el tiempo requerido para la
deteccion del SNP. Para pequenos indel, como el presente en CM224, una alternativa
simple de genotipado podria ser la deteccion de un polimorfismo de pequefio tamafno
usando geles de acrilamida desnaturalizantes, como ha sido sugerido por
Bhattramakki y col (2002) para maiz. El genotipado de CM224 fue realizado gracias a
la presencia de un indel. Otros marcadores de melon han sido mapeados con éxito en
nuestro laboratorio usando ambos métodos, SNaPshot y polimorfismo de tamaro,
confirmado su aplicabilidad (J. Garcia-Mas, datos no publicados).

Otros métodos han sido utilizados en plantas para detectar SNPs, como el
polimorfismo de conformacion de cadena simple o el analisis de los heteroduplex
(Martin-Lopes y col., 2001; Schneider y col., 2001), deteccién de SNPs con la reaccion
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de extensiébn con un unico cebador con AcycloPrime FP (Nasu y col.,, 2002),
cromatografia liquida desnaturalizante de alto rendimiento (Kota y col., 2001) o chips
de ADN (Cho y col., 1999). En este momento, ninguno de estos métodos presentan
claras ventajas para su inmediata aplicacion.

Prevemos el descubrimiento de SNPs a partir de ESTs de melén como un
excelente medio para obtener marcadores de alta calidad para saturar el mapa
genético de meldn. La tecnologia de los SNPs nos permitiria mapear ESTs candidatos
asociados con caracteres agronémicos y obtener un mapa de transcritos, el cual
puede ser comparado directamente con posiciones de QTLs identificados
previamente. La determinacion de las frecuencias alélicas para cada SNP identificado
en una coleccion amplia de genotipos que representan el germoplasma de melén y el
estudio de la estructura del haplotipo de algunos de estos loci serian vias rentables de
investigacion para la gestién y mejora de germoplasma.
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9. DISCUSION GENERAL

El trabajo presentado en esta tesis describe la caracterizacidbn genética y
molecular del gen de resistencia nsv frente al virus MNSV. El locus nsv ha sido
clonado mediante la combinacién de una aproximacion de clonaje posicional y de
mapeo comparativo con Arabidopsis. Mediante la aproximacién de clonaje posicional
hemos construido un mapa genético de alta resolucién de la regién del gen nsy,
construido un "contig" de BACs y finalmente identificado el BAC 1-21-10 que contenia
fisicamente el gen nsv.

Este es un ejemplo méas del clonaje de un gen de resistencia en una especie
cultivada mediante la estrategia de clonaje posicional de los muchos que hay descritos
en la literatura, entre ellos los genes de tomate Pto (Martin y col., 1993) y Pfr
(Salmeron y col., 1996) que confieren resistencia a Pseudomonas syringae pv. tomate,
12 que confiere resistencia a Fusarium oxysporum (Simons y col., 1998), Sw5 que
confiere resistencia a Tospovirus (Brommonschenkel y Tanksley, 1997); el gen mlo de
cebada que confiere resistencia de amplio espectro a Eryshiphe graminis f.sp. hordei
(Buschges y col.,, 1997), los genes de arroz Xa-21 (Song y col., 1995) y Xaf
(Yoshimura y col., 1998) que confieren resistencia a Xantomonas, el gen de Bs2 de
pimiento que confiere resistencia a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Tai y col.,
1999), o el gen Rx1 de patata que confiere resistencia a PVX (Bendahmane y col.,
1999), entre muchos otros.

La gran mayoria de los genes de resistencia dominantes que han sido
caracterizados en plantas codifican para proteinas que presentan dominios NBS-LRRs
(Hammond-Kosack y Parker, 2003). En melén, el unico gen de resistencia dominante
caracterizado hasta ahora es Fom-2 que confiere resistencia frente a Fusarium
oxysporum f.sp. melonis razas 0 y 1 y codifica para una proteina NBS-LRR que no
presenta el dominio TIR (Joobeur y col., 2004), por tanto, nsv seria el primer gen
recesivo clonado en melén. Pocos genes de resistencia recesivos han sido
caracterizados hasta la fecha. Entre ellos se encuentran el gen mlo que confiere
resistencia frente al hongo Erysiphe graminis f. sp. hordei en cebada y probablemente
codifica para un regulador negativo de la muerte celular y/o de la resistencia del
patégeno (Buschges y col., 1997), prv2 que confiere resistencia frente al PVY en
pimiento (Ruffel y col., 2002), mo1 frente al LMV en lechuga (Nicaise y col., 2003) y el
gen sbm1 frente el PsBMV en guisante (Gao y col., 2004). Los tres ultimos casos
descritos son de genes de resistencia contra virus que codifican para el factor de
iniciacion de la traduccion en eucariotas 4E (elF4E), que forma parte del complejo de
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traduccién de la planta huésped. La hipétesis que explicaria la resistencia recesiva
frente a estos tres virus es que se debe a una pérdida de funcién o a mutaciones en
genes de plantas que necesita el patégeno para crecer y reproducirse (Vogel y
Somerville, 2000). Por tanto, el clonaje del gen de resistencia recesivo nsv es de gran
interés por que nos permitira entender como funcionan los mecanismos de
reconocimiento entre la planta huésped y el virus MNSV, asi como, el tipo de
respuesta de defensa de la planta.

Gracias a la microsintenia existente en esta regidn entre el genoma de melon y
el de Arabidopsis se ha identificado el factor de iniciacién de la traduccién eucariético
4E (elF4E) como un gen candidato para nsv, localizado en el BAC F15J5 del genoma
de Arabidopsis (www.arabidopsis.org). Este mismo factor ha sido descrito como el

responsable de otros genes de resistencia naturales recesivos en pimiento (pvr2),
lechuga (mo1) y guisante (sbm7) que confieren resistencia frente a distintos potyvirus.
El clonaje del ADNc del elF4E de meldn a partir de la linea resistente Pl y de las dos
susceptibles, Ved y WMR, nos permiti6 observar que un Unico cambio de un
aminoacido en este gen distingue entre genotipos resistentes y susceptibles, lo que
indica que probablemente éste sea el responsable de la resistencia.

Ademas, en Arabidopsis se han identificado los mutantes cum1 y cum2 que
inhiben la multiplicaciéon del CMV. Estos mutantes presentan unos niveles muy bajos
de la proteina 3a necesaria en el movimiento célula a célula del virus y esto provoca
un retraso de la multiplicacion del CMV en plantas. Mediante el clonaje posicional se
demostrd que cum1y cum2 codificaban para elF4E y elF4G respectivamente (Yoshii y
col., 2004). Por otro lado, el locus asociado con la disminucion de susceptibilidad a
TuMV Isp1 (loss-of-susceptibility to potyvirus) fue aislado mediante clonaje posicional
en Arabidopsis y el gen codificaba para elF(iso)4E (Lellis y col., 2002). Estos mutantes
presentan un desarrollo normal a pesar de carecer de elF(iso)4E y no pueden soportar
la infeccion de TuVM, ni tampoco la de TEV, lo cual sugiere que elF4E, la proteina de
unién al cap, no puede compensar la falta de elF(iso)4E durante la infeccion de estos
virus (Lellis y col., 2002).

Una vez identificado el gen candidato para nsy, la confirmacion de que elF4E
es realmente el gen de resistencia se obtendria mediante experimentos de
complementacion. Asi pues, experimentos de complementacién transitoria en meldn
consistentes en bombardear hojas de un genotipo resistente y otro susceptible con dos
construcciones, una del virus y otra del ADNc del elF4E susceptible, confirmaron la
existencia de complementacion (C. Nieto, comunicacién personal). El virus es capaz

de multiplicarse en plantas resistentes bombardeadas con el virus y con el ADNc del
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elF4E del genotipo susceptible, indicando asi que elF4E es el factor de la planta que el
virus necesita para multiplicarse. La deteccion de la replicacion del virus en las plantas
resistentes transformadas se realizd6 primero mediante RT-PCR y estas fueron
confirmadas mediante los andlisis por Northen correspondientes (C. Nieto,
comunicacion personal). Por tanto, podemos confirmar que una mutacién en el factor
elF4E de meldn confiere resistencia contra el virus MNSV, siendo ésta la primera vez
que se describe en un virus que no pertenece a la familia de los potyvirus.

En células eucaribticas, la mayoria de ARNm nucleares, presentan en 5 una
estructura cap (m’GpppN, donde m es un grupo metilo y N es cualquier nucleétido) y
una cola de poliadenilacion (poliA) en 3’. El factor de iniciacion de la traduccion de
eucariotas 4E (elF4E) se pone en contacto directo con el ARNm mediante la unién al
cap y media el reclutamiento de los ribosomas y, por tanto, esta directamente
implicado en el inicio de la traduccion de proteinas. En mamiferos el factor elF4E esta
asociado con la proteina elF4G y forman el ndcleo del complejo elF4F. elF4G es una
proteina de gran peso molecular que sirve de anclaje para otras pequefias
subunidades, como la elF4A helicasa y el elF3 que recluta la subunidad ribosomal
40S. La proteina de union a la cola poliA (PABP) también est4 unida a elF4G vy
produce la circularizacion del ARNm. La presencia simultanea del cap y de la cola
poliA actua sinérgicamente para promover la traduccion del ARNm (Tarun y Sachs,
1996). En levaduras y plantas, el complejo elF4F esta formado sé6lo por dos proteinas:
elF4E y elF4G. En plantas se han identificado dos complejos, elF4F y elF(iso)4F, con
sus respectivas subunidades, elF4E y elF(iso)4E para la unién al cap, y elF4G y
elF(is0)4G como subunidades de anclaje (Browning, 1996).

En los virus de ARN su multiplicacién depende de la maquinaria de traduccién
del huésped y esto implica que proteinas virales interaccionen con proteinas del
huésped. Los potyvirus no presentan en el extremo 5’ del ARN la estructura cap, en su
lugar presentan una proteina unida covalentemente llamada VPg, codificada por el
genoma del virus. Se ha identificado la existencia de interaccion entre la proteina VPg
del TuMV vy el factor elF(iso)4E de Arabidopsis (Wittmann y col., 1997) lo que sugiere
la participacion de la VPg con el inicio de la traduccidén de proteinas virales. También
se ha identificado la interaccion de la VPg de TuMV y el elF(iso)4E de trigo (Leonard y
col., 2000), y que esta interaccion era necesaria para la infectividad del virus. Una
Unica sustitucion de un &cido aspartico en el dominio de interaccion de la VPg con
elF(iso)4E impide totalmente esta interaccion y no se produce infeccion viral (Leonard
y col., 2000). Otros virus carecen de la estructura 5’-cap, de la cola poli A o de ambas,
y sin embargo, son eficientemente transcritos en las células huésped a través de
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mecanismos que ha desarrollado cada virus (Gallie, 1996). Algunos de los virus ARN
que carecen de la cola poliA pero presentan el cap, contienen elementos en la
secuencia del extremo 3'UTR que incrementan la eficiencia de la traduccion, como en
el TMV y BMV (Gallie y Walbot, 1990; Lahser y col., 1993). Otros virus de ARN de
plantas, como el virus del enanismo amarillo de la cebada (Barley yellow dwarf virus,
BYDV), el virus del arrugado del nabo (Turnip crinkle virus TCV), el virus del enanismo
ramificado del tomate (Tomato bushy stunt virus, TBSV) y el virus satélite de la
necrosis del tabaco (Satellite tobacco necrosis virus, STNV) carecen de las dos
estructuras, cap y cola poliA (Danthinne y col., 1993; Allen y col., 1999; Wu y White,
1999; Qu y Morris, 2000). La traduccion de BYDV depende estrictamente de una
secuencia 3’ TE (“transcription enhancer”) localizada en el 3’'UTR que actuaria como
una secuencia potenciadora de la traduccién de manera independiente al cap. Se ha
visto que elF4E esta implicado en esta secuencia TE in vitro, ademas de que el 5’UTR
del ARN de BYDV era necesario para la funcion del TE (Wang y col., 1997a). Los virus
de ARN TCV, TBSV y STNV también contienen las secuencias TE en sus 3’'UTR y sus
extremos 5’'UTR también son necesarias para una eficiente traduccién (Danthinne y
col., 1993; Wu y White, 1999; Qu y Morris, 2000). Ademas recientemente, se ha
encontrado la existencia de una nueva interaccion de los complejos elF4F y elFiso4F
con el fragmento 3 TE de STNV de unos 130 nucleétidos, sugiriendo que este TE
localizado en el 3'UTR imita las funciones de la estructura cap de los ARNm
eucaribticos (Gazo y col., 2004). El virus MNSV pertenece al genero Carmovirus, y
parece probable que no presente cap en 5 del ARN gendmico, al igual que otros
carmovirus como TCV.

El trabajo realizado por Diaz-Penddn (2004a) demostré6 que la resistencia
conferida por nsv actia a nivel unicelular: el aislado MNSV-Mo5 no era capaz de
replicarse en protoplastos del genotipo resistente Planters Jumbo (nsv/nsv). Ademas,
la identificacion de un aislado del virus capaz de superar esta resistencia en melones
de genotipo resistente, descrita como MNSV-264, (Diaz y col., 2000), permitid la
construccion de mutantes quiméricos entre MNSV-Ma5 y MNSV-264, demostrando asi
que la capacidad de superar la resistencia residia en la regién 3’ terminal del ARN
genomico del virus. El andlisis de las secuencias entre MNSV-264 y la de dos aislados
que no superaban la resistencia, MNSV-a5 y MNSV-Dutch (Riviere y Rochon, 1990)
indicaron que las diferencias se localizaban en la region 3’-UTR, con una identidad
nucleotidica inferior al 50%, a diferencia del 5’-UTR que presenta un 96% y 75% de
identidad nucleotidica con MNSV-Dutch y MNSV-a5 respectivamente (Diaz-Pendén,

2004a). Ademas, el andlisis de prediccion de estructuras secundarias de los 3-UTR
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muestra un mayor numero de horquillas, o sea, una mayor estructuracion en el caso
de MNSV-264 que en las cepas que no superan la resistencia. Podria ser que algunas
de las horquillas especificas del MNSV-264 estén implicadas en la capacidad de
superar la resistencia (Diaz-Pendo6n, 2004a).

En definitiva, nuestros resultados han proporcionado fuerte evidencia a favor de
que el gen de resistencia nsv corresponde al factor elF4E de melon. Nuestra hipétesis
es que el virus MNSV utilizaria el factor elF4E como paso inicial para multiplicarse y la
interacciéon con una regién del extremo 3’ UTR seria necesaria para ello. La mutacion
en el factor elF4E de meldon (un cambio de un Unico aminodacido en la posicién 228 de
la proteina, lejos del dominio de unién al cap) podria hacer incompatible esta
interaccion y el virus no seria capaz de replicarse. Esto se corroboraria con la
prediccién del modelo en 3D de la proteina elF4E de meldn (resultados obtenidos en
nuestro laboratorio no incluidos en esta tesis). Este modelo se ha obtenido gracias a la
alta conservacion en las secuencias de elF4E entre eucariotas y la disponibilidad de
estructuras 3D de la proteina elF4E de ratdon y levadura (Marcotrigiano y col., 1997;
Matsuo y col., 1997). Esta prediccion de la estructura muestra que la mutacion de
elF4E de meldn se localizaria en la superficie de la proteina, sugiriendo una posible
interaccién con algun factor del virus, probablemente con una regién del 3UTR. Asi
pues, a pesar de que la mutaciéon no afecta al dominio de union al cap, ésta podria
afectar a la estructura y/o a la funcion de la proteina. Esto sugiere que en melén se
puede haber desarrollado una nueva estrategia para evitar la infeccion de este virus,
diferente a la sugerida para potyvirus, ya que la mutacién que confiere resistencia a
MNSV es una mutacién en el factor elF4E que se localiza en una posicién alejada del
dominio de unién al cap, a diferencia de las mutaciones que afectan a elF4E que
confieren resistencia a varios potyvirus, localizadas todas ellas en aminodacidos
cercanos o del dominio de unién a la estructura cap. Por otro lado, la cepa que es
capaz de superar la resistencia, MNSV-264, con un 3° UTR muy diferente, podria no

necesitar nsv para multiplicarse.
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10. CONCLUSIONES

Los principales resultados obtenidos en esta tesis permiten establecer las

siguientes conclusiones:

1. Se ha cartografiado el gen nsv en el grupo de ligamiento 11 del mapa genético de
meldn elaborado en nuestro laboratorio.

2. Se ha elaborado un mapa genético de media resolucion en una poblacién F, de
408 individuos en la regiéon del gen nsv con una resolucién estimada de 0.12
cM/evento de recombinacion. Se han identificado los marcadores 1L3 y 5B3sp6
separados 0.49 cM y flanqueando al gen que se sitia a 0.245 cM de cada uno de
ellos y el marcador 52K20sp6 que cosegrega con nsv.

3. Se ha elaborado un mapa genético de alta resolucion de la region del gen nsv
usando una poblacién BC1 de 2727 individuos con una resolucion estimada de
0.036 cM/evento de recombinacion. Los marcadores 1L3 y 10016sp6 flanquean al
gen nsv a las distancias estimadas de 0.245 y 0.47 cM, respectivamente y el
marcador 52K20sp6 cosegrega con el mismo.

4. Se han elaborado dos mapas fisicos de la regién del nsv a partir de dos genotecas
de BACs, obtenidas a partir de la linea resistente PIT92 y de la linea susceptible
WMR-29.

5. Se ha identificado el BAC 1-21-10 que contiene fisicamente el gen nsv, y que
proviene de la genoteca de la linea susceptible WMR-29.

6. Se ha identificado la existencia de microsintenia entre la regién del gen de
resistencia nsv del genoma de melén y una regidbn del cromosoma 4 de
Arabidopsis.

7. Se ha identificado un gen candidato para nsv, el factor de iniciaciébn de la
traduccion elF4E, en base a la microsintenia con dicha regién del genoma de
Arabidopsis

8. Es la primera vez que se describe el factor elF4E como el responsable de la
resistencia frente a un virus que no pertenece a la familia de los potyvirus.
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12. APENDICES

APENDICE A

CEBADORES Y CONDICIONES DE PCR

A.1. Secuencias de los cebadores y adaptadores usados para AFLPs

A.1.1. Secuencia y estructura de los adaptadores utilizados para las reacciones de AFLPs

Adaptadores Adaptadores Secuencia
ADAP-Msel-F | 5-GACGATGAGTCCTGAG
Msel ADAP-MselR TACTCAGGACTCAT-5’
ADAP-EcoRI-F | 5-CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRl ADAP-EcoRLR CATCTGACGCATGGTTAA-5’

A.1.2. Secuencias de los cebadores Msel+1, EcoRl+1, Msel+3, EcoRl+3 utilizados en la
reaccion de los AFLPs. En negrita se indican los nucleétidos selectivos.

Cebadores +1 Secuencia (5’- 3°)
Msel+1 C 5-GATGAGTCCTGAGTAAC
Msel+1 A 5-GATGAGTCCTGAGTAA A
EcoRl+1 A 5-GACTGCGTACCAATTC A

Cebadores Msel+3 Secuencia (5’- 3°)
Msel+3 CTT 5-GATGAGTCCTGAGTAA CTT
Msel+3 CTG 5-GATGAGTCCTGAGTAA CTG
Msel+3 CTC 5-GATGAGTCCTGAGTAA CTC
Msel+3 CTA 5-GATGAGTCCTGAGTAA CTA
Msel+3 CAT 5-GATGAGTCCTGAGTAA CAT
Msel+3 CAG 5-GATGAGTCCTGAGTAA CAG
Msel+3 CAC 5-GATGAGTCCTGAGTAA CAC
Msel+3 CAA 5-GATGAGTCCTGAGTAA CAA
Msel+3 CGT 5-GATGAGTCCTGAGTAA CGT
Msel+3 CGG 5-GATGAGTCCTGAGTAA CGG
Msel+3 CGC 5-GATGAGTCCTGAGTAA CGC
Msel+3 CGA 5-GATGAGTCCTGAGTAA CGA
Msel+3 CCT 5-GATGAGTCCTGAGTAA CCT
Msel+3 CCG 5-GATGAGTCCTGAGTAA CCG
Msel+3 CCC 5-GATGAGTCCTGAGTAA CCC
Msel+3 CCA 5-GATGAGTCCTGAGTAA CCA
Msel+3 ACT 5-GATGAGTCCTGAGTAA ACT
Msel+3 ACG 5-GATGAGTCCTGAGTAA ACG
Msel+3 ACC 5-GATGAGTCCTGAGTAA ACC
Msel+3 ACA 5-GATGAGTCCTGAGTAA ACA
Msel+3 AAT 5-GATGAGTCCTGAGTAA AAT
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Msel+3 AAC 5-GATGAGTCCTGAGTAA AAC
Msel+3 AAA 5-GATGAGTCCTGAGTAA AAA
Cebadores EcoRI+3 Secuencia (5’- 3’)
EcoRI+3 AAC 5-GACTGCGTACCAATTC AAC
EcoRI+3 AAG 5'-GACTGCGTACCAATTC AAG
EcoRI1+3 ACA 5-GACTGCGTACCAATTC ACA
EcoRI+3 ACC 5-GACTGCGTACCAATTC ACC
EcoRI+3 ACG 5'-GACTGCGTACCAATTC ACG
EcoRI+3 ACT 5-GACTGCGTACCAATTC ACT
EcoRI+3 AGC 5'-GACTGCGTACCAATTC AGC
EcoR1+3 AGG 5-GACTGCGTACCAATTC AGG

A.2. Lista de cebadores utilizados en PCRs inversas (iPCR) y para amplificacion con
el kit Genome Walker

Marcador Cebadores Secuencia (5’-3’)
29-IPCR-F CCT CAC CAAGTT ATATAG CG
CTA/ACG-115 29-IPCR-R | AGC AAT ATG AAG GAA GAC TC
132-IPCR-F TTAGTT CGT GAG TTT ATA
ACC/ACC-110 132-IPCR-R AAA CAA CCC ATT CTATAA
ACC/ACC-110 AP2 ACT ATAGGG CACGCGTGGT
(Genome Walker) GSP2 GGG TTGTITTGG TTC TTG AAT TGT ATT

A.3. Marcadores de PCR para el "contig" del locus nsv

A.3.1. Lista de cebadores de PCR derivados de los marcadores AFLPs y RAPDs

Marcador Cebadores Secuencia (5’-3°)
M29 M29-F CATCAATTAAGACGACACACAGG
M29-R TCGAGAACCTTTTTATTATTGATGG
M132 M132-F TCTGGAAAGGTCTACCCCCTCAT
M132-R GGGTTGTTTTGGTTCTTGAATTGTATT
D08 D8 F GTGCCCCAACGACTAAAAAG
D8 R GCTTCCTGACAAGTAGTGGC
X15 X15-F CAGACAAGCCCAGATAATTAACA
X15-R CAGACAAGCCTAGGAGTTGTGGG

A.3.2. Condiciones de amplificacion de los marcadores de PCR derivados de los AFLPs y
RAPDs. En todas las PCRs se realizé una desnaturalizacién inicial de 2 min a 94°C y una

extension final de 5 min a 72°C. t. des: tiempo de desnaturalizacion a 94°C. T2 hibri: temperatura de
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hibridacién. t. hibri: tiempo de hibridacién. t. elong: tiempo de elongacién a 72°C. MgCl, (mM):

concentracion MgCl,, °C: temperatura en grados centigrados, s: tiempo en segundos, pb: pares de

bases.
Condiciones de PCR . .
i Te i Tamano Enzima
Marcadores | MgCl, dés hibri hit;ri t.elong | numero banda restriccion
mM o s ciclos (pb) olimérfico
M29 3.5 30 61 30 60 35 360 Afll
M132 3.5 30 53 30 90 35 1100 Taql
D08 2 30 60 30 60 35 750 EcoRV
X15 25 20 63 20 60 35 1100 -
A.4. Secuencia de los cebadores universales M13
Cebadores universales Secuencias 5°-3’
M13-R CAGGAACACGCTATGAC
M13-F GTAAAACGACGGCCAGT

A.5. Marcadores especificos de alelo

A.5.1. Lista de cebadores disefiados a partir de la secuencias de Pl y Ved para desarrollar los

marcadores especificos de alelo. Se muestran secuencias parciales de los marcadores M29 vy

5A6sp6 en Ved y PI, que presentan alguna mutacion (el nimero indica la posicion en la secuencia

del marcador). Las mutaciones en las secuencias entre los dos genotipos estan subrayadas. En

cursiva se muestran las secuencias de los cebadores especificos de alelo disefiados en esta

region. F (“Forward”) y R (“Reverse”) indican la region 5’ y 3’, respectivamente de cada marcador.

M29-forward Secuencias (5’- 3’)
Ved-M29-4 4- GAGAACCTTTTTATTATTGATGGGGA-30
PI-M29-4 4- GAGAACCTTTTTATTATTGAT * GGGA-30
nsi1-Fla GAGAACCTTTTTATTATTGATGGGGA
ns1-F1b GAGAACCTTTTTATTATTGATGCGGA
nsi-Fic GAACCTTTTTATTATTGATGCGGA
Ved-M29-84 84-GATTTCTTTTGAAATTTATATATATA * *AGC-114
PI-M29-84 84-GATTTCTTTTGAAATTTATATATATATAAGC-114
ns1-F2b GATTTCTTTTGAAATTTATATATATAGAAGC
ns1-F2c GATTTCTTTTGAAATTTATATATATATCAGC
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M29-reverse Secuencias (5’- 3’)
Ved-M29-294 294-GAAAGAATCTTCTTGAAGACCGTTTGT-267
PI-M29-294 294-GAAAGAATCTTCTTGAAGACAGTTTGC-267
ns1-R1 GAAAGAATCTTCTTGAAGACCGTTTGT
ns1-R2 GAAAGAATCTTCTTGAAGACCGTATGT
ns1-R2b AAGAATCTTCTTGAAGACCGTATGT
5A6sp6-forward Secuencias (5°- 3’)
Ved-5A6sp6-130 130-CAGATTATAAGTTTCAGGTGATATTA-157
PI-5A6sp6-130 130-CAGATTATAAGTTTCAGGTG * *ATTA-157
ns2-F1a CAGATTATAAGTTTCAGGTGATATTA
ns2-F1b CAGATTATAAGTTTCAGGTGAGATTA
5A6sp6-reverse
Ved-5A6sp6-623 623-TGATCCTGAAATTTATAATTATAATC-598
PI-5A6sp6-623 623-TGATCCTGAAATTTATAATTATAATA-598
ns2-R1a TGATCCTGAAATTTATAATTATAATC
ns2-R1b TGATCCTGAAATTTATAATTAGCATC

A.5.2. Condiciones de PCR de los marcadores especificos de alelo. En todas las PCRs se
realiz6 una desnaturalizacién inicial de 2 min a 94°C y una extension final de 5 min a 72°C. t. des:
tiempo de desnaturalizacion a 94°C. T2 hibri: temperatura de hibridacion. t. hibri: tiempo de
hibridacion. t. elong: tiempo de elongacion a 72°C. MgCl, (mM): concentracion MgCl,, °C:
temperatura en grados centigrados, s: tiempo en segundos, pb: pares de bases. El numero de

ciclos fue de 35 en los dos marcadores.

Marcador t. I t. Tamaho
especifico Mzr:ggor cebadores '}nrgl?nl)z des T_(:‘é?” hibri | & e(lso)ng banda
de alelo (s) (s) (pb)

ns1-F2c 237
nsi M29 ns1-R2b 2.5 10 57 15 30

ns2-F1b 492
ns2 5A6sp6 ns2-R1b 2.5 15 50 30 40

A.6. Marcadores de PCR desarrollados a partir de los extremos de los BACs

A.6.1. Cebadores y condiciones de PCR. En todas las PCRs se realizé una desnaturalizacion
inicial de 2 min a 94°C y una extension final de 5 min a 72°C. t. des: tiempo de desnaturalizacién a
94°C. T2 hibri: temperatura de hibridacién. t. hibri: tiempo de hibridacién. t. elong: tiempo de
elongacion a 72°C. MgCl, (mM): concentracién MgCl,, °C: temperatura en grados centigrados, s:

tiempo en segundos, pb: pares de bases. El nimero de ciclos fue de 35.
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MaCl Tamaho| t. a t. t.
Marcador Cebador Secuencia (5°-3’) (ng:M)z banda |des | hibri | hibri | elong
(bp) [ (s) | (°C) | (s) | (s)
38B12U-F [TGA ATG ATT AAT CGC AAC AATTT
38B12U 3.5 624 20| 50 | 20 40
38B12U-R |CGT TAAGAC TTT GTT ACT TAG TAC
38B12sp6-F |CAC ACT GTC GTC GTT TCT CC
38B12sp6 3.5 597 30 | 48.2| 30 40
38B12sp6-R |[TCAGAGCCAAGCTTCCATAAA
5A6U-F TCCATTGGTTAAAAAGAAAGACG
5A6U-SSR* 3.5 213 30 | 59 | 30 30
5A6U-R-SSR [TTCATTTTTGTATTCACTGCATTT
5A6sp6-F | GTCCTATGAGAACGACCGAGA
5A6sp6 2.5 650 20 | 48.2| 20 40
5A6sp6-R  |[CGGACAGTTTTGTTAACCCATA
7K20U-F  |GTTGGAGAGCATTCATGTGC
7K20U 2.5 539 30 | 59.6 | 30 40
7K20U-R  |GCTGGGTGCAGATCTCATTT
7K20sp6-F |[GCAGCATGCAACGAGTGTAA
7K20sp6 3.5 621 30 | 56.7| 30 40
7K20sp6-R  |GGGGGAATATTACTACTCTACAAC
7K20sp6-3'-F [CCAAAACACCATACCCTGAAA
7K20sp6-2 2.5 507 30 | 54 | 30 30
7K20sp6-3'-R TTTCCTACCTATACTCGTCTTGTTC
30L11U-F [ TCCACAGTCAGTGAGGTTCG
30L11U 2.5 350 20 | 59.6 | 20 30
30L11U-R |GCTGCCAACTCTAGATCATGTG
30L11sp6-F |[CCTCCATAGCAGCATCAACA
30L11sp6 25 432 20 | 59.6 | 20 30
30L11sp6-R |CATGCACTCATTTGGATTGG
5B3D-F CACCACAACAAAGCACACAG
5B3U 2.5 302 20 | 58 | 20 20
5B3D-R TTCTTTGTTTGGCGATTTTT
5B3sp6-F | GGATCCACAACTGATTTACGC
5B3sp6 2.5 150 20| 55 | 20 20
5B3sp6-R  [TGTTACATAAGACAGGCGGGTTA
52K20sp6-F |GCA ATG TAT CCT TGC ACA AAT GC
52K20sp6 2.5 744 20| 65 | 20 50
52K20-sp6-R [TCC AGC TTC TAT CCA TCA ATC TG
10016sp6-F [TCCCACCACTAAAAACATCG
10016sp6 2.5 423 20 | 53.4| 30 30
10016sp6-R |[CTGAATTGTCCTGGCATGTG
10016U-F |GGATCCTATTATTATATTTGGGTTGTC
10016U 2.5 409 20 | 534 | 20 30
10016U-R [CGGGACTTTTATCTTTTTCAATATG
9N8U-F GGATCCTATTATTATATTTGGGTTGTC
9N8U 2.5 310 15 | 534 | 30 30
9N8U-R TTTGACAACATAACATGGCTGA
20E15U-F [TCCCACCACTAAAAACATCG
20E15U 2.5 419 20 | 53.4| 20 30
20E15U-R [TGTACCTGGCATGTGACTCC
1L3-F GTC CTC AGT GGG AGT GAC AGA AGT G
1L3 2.5 750 30 | 60 | 30 60
1L3-R CTT GAT AGC ACT ATG CAG TCATATC
1R3-F GAA CAATTT AGA TCC TTT CAT GCC AG
1R3 2.5 500 30 | 60 | 30 30
1R3-R GTA AGT AAA TTA GAA AGC CAA TAT CC
. 1L3-F GTC CTC AGT GGG AGT GAC AGA AGT G
1L3-Hinf - 2.5 270 15 | 57 | 30 30
1L3-Hinfl-R  [TCG TAT CGT ATC ATT ATT TCG AGT
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*PCR radiactiva con marcaje **P adCTP

A.6.2. Cebadores internos desarrollados para la deteccion de SNPs mediante el método de
SNaPshot

Marcador Cebador interno Secuencia (5°-3’)
1L3 1L3-SNP GGT TGA GAG TGT TAA GGT ATG
CM1.11 CM1.11-SNP AAG ATG AAC ACA AAATTT CCA
52K20sp6 52K20sp6-SNP CTT TCT AAT TAT GTACTAATT G

A.6.3. Marcadores derivados de los extremos de los BACs cartografiados en los mapas
genéticos. Se indica el tamafo del marcador, el enzima de restriccibn que reconoce el
polimorfismo o el SNP correspondiente en su caso, las bandas generadas tras la digestion y las

bases correspondientes al SNP.

Bandas (pb) o bases
Marcador | Tamafio (pb) | Polimorfismo polimérficas
Pl PS o Ved
38B12U 624 EcoRl 300 + 324 624
5A6U-SSR 213 SSR - -
5A6sp6 650 Taql 390 + 260 |390+ 130 + 130
7K20U 539 Ean 469 + 70 539
30L11sp6 432 Indel A 11A 10A
5B3sp6 150 Taql 130 + 20 150
52K20sp6 744 SNP G A
10016sp6 423 Haelll 423 273 + 150
1L3 (F.) 750 SNP G A
1L3 (BC1) 270 Hinf 270 250 + 20
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APENDICE B

CLONAJE DEL elF4E DE MELON

B.1. Desarrollo de los cebadores degenerados a partir de la secuencia proteica del
elF4E

Cebador elF4E-dF
Secuencia proteica W T F W F D N
Secuencia
nucleotidica TGG ACN |TT(T/C) TGG TT(T/C) GA(T/C) | AA(T/C)
correspondiente
Cebador
| degenerado-F

TGG ACI TTY TGG TTY GAY AA

Cebador elF4E-dR

Secuencia proteica E P K W E D P
Secuencia
nucleotidica GA(A/C) |CCN |AAA/G) |TGG |GA(A/G) |GA(T/C) |CCN
correspondiente
Secuencia
nucleotidica reverse
Cebador

| degenerado-R

GG (A/G)TC (T/C)TC CCA (C/T)TT NGG (T/C)TC

GGR TCY TCC CAY TTIGGY TC

Y=C/TR=AG N= A/T/G/C
I = Inosina (nucledtido modificado que permite la unién de cualquiera de los 4 nucleétidos)

B.2. Condiciones de PCR con los cebadores degenerados

En esta PCR se realizé una desnaturalizacién inicial de 2 min a 94°C y una extension final de 5 min
a 72°C. t. des: tiempo de desnaturalizacién a 94°C. T2 hibri: temperatura de hibridacién. t. hibri:
tiempo de hibridacion. t. elong: tiempo de elongacién a 72°C. MgCl, (mM): concentracién MgCl,, °C:
temperatura en grados centigrados, s: tiempo en segundos, min: tiempo en min kb: kilobases. El

ndmero de ciclos fue de 35.

MacCl Tamaio t. 2 t. t.
Cebador Secuencia (5°-3’) (rgM)z banda des | hibri | hibri |elong
(kb) (s) | (°C) (s) | (min)
elFAE-dF |TGG ACITTYTGGTTY GAY AA
elF4E-dR | GGR TCY TCC CAY TTI GGY TC 2.5 19 |20 | 5 | 20 | 2

B.3. Cebadores especificos del elF4E de melén y condiciones de PCR
En esta PCR se realizé una desnaturalizacion inicial de 2 min a 94°C y una extension final de 5 min
a 72°C. t. des: tiempo de desnaturalizacién a 94°C. T2 hibri: temperatura de hibridacién. t. hibri:

tiempo de hibridacion. t. elong: tiempo de elongacién a 72°C. MgCl, (mM): concentracién MgCl,, °C:
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temperatura en grados centigrados, s: tiempo en segundos, min: tiempo en min kb: kilobases. El

nimero de ciclos fue de 35.

MgCl, | Tamafio | t. @ t. t.
Cebador Secuencia (5’-3’) banda | des | hibri | hibri | elong
(MM) | (b) | () | (*C) | (s) [ (min)
melF4E-F | CCG ATC TAT ACC TTC TCT ACC
melF4E-R | TAC AAATCT GCC CTC ATC GCC 2:5 18 20 55 20 2

B.4. Cebadores utilizados en la obtencion del cADN

Cebador Secuencias (5-3’)
PI GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGrCrArGrGrCrTrGrGrG
P2 NNNNNNCCCAGCCTGC
P3 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTVN
P1-PCR | GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
P3-PCR | GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

N: puede ser cualquiera de los 4 nucledtidos; V: puede ser dA, dC o dG.; rG, rT y rC son

ribonucledétidos.

B.5. Cebadores especificos disefiados en el cADN y en ADN genémico de elF4E. Los

cebadores del GSP1 a GSP6 se disefiaron inicialmente para amplificar los extremos 5 y 3’ del

cADN del elF4E de melén. Los cebadores GSP7 y GSP8 fueron disefiados posteriormente, entre

las posicion predichas de los intrones. Los pares de cebadores con el mismo nimero se han

disefiado en la misma posicion, pero en sentido inverso, es decir en las dos cadenas del ADN. Los

cebadores elF4E-3rev y elF4E-4rev se disefiaron en la secuencia del primer intrén. En la secuencia

del cADN del elF4E de Pl que se muestra a continuacion se han posicionado los cebadores

marcados en color en la tabla. También se han indicado en la secuencia de PI los cebadores full-

cDNA 5’ y full-cDNA 3’ (este ultimo en sentido 3’-5’). El color del cebador indica la posicién en la

secuencia. La posicion de los intrones se indica con XXX. El codén de inicio ATG se indica en

amarillo y el de parada TGA en marrén.
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Cebadores Secuencia (5’-3)

GSP1rev | GATAACCCATCTGCCAAATCCAAGCAAGCC
GSP1for | GGCTTGCTTGGATTTGGCAGATGGGTTATC

o N (A G GTGCGTCTATTCGACCGATCTATACCT
GSP2for | AGGTATAGATCGGTCGAATAGACGCACC

GSP3 rev
GSP3 for CCAGAACTCCTCGACGGTAGAGAAGGT

GSP4rev |CATCATCCAAGCAAATTGGCGATGAGGGC
GSP4 for |GCCCTCATCGCCAATTTGCTTGGATGATG
GSP5rev | GGCGATGAGGGCAGATTTGTACTGCTTC
GSP5 for |GAAGCAGTACAAATCTGCCCTCATCGCC
GSP6rev | GCTTCAAACATAAAATTGAACCCAAATGGG
GSP6 for |CCCATTTGGGTTCAATTTTATGTTTGAAGC
GSP7rev |ATCACCACAGTCAAACTGTTCTCC

GSP7 for
GSP8rev |AAGCCAATGCTCTCATTGTAATC
GSP8 for |GATTACAATGAGAGCATTGGCTT
elF4E-3rev | GGAGGAACATCTGTGAAGCAATGC

eiF4E-4rev | CATAATCAGATATCATATTATGAGC

full-cDNA 5': | GAGGGCGGTGCCATTICTICTICGE
full-cDNA 3': | GTCAAGTACAGAACAAGAATCTGAG

cADN de secuencia completa del elF4E de meldn PI (5’-3°)

GGGACCGACTCAAACGCCTAACAGAAAATCCEACEEEEEICOOANIONIONeGE T TCCT

TCCCTTCCATTGATTCGATTCTTCAGATAACTCTCCATTCCACAAAGCACTGAAAACCCA
AAATGGTAGTTGAAGATTCGATGAAAGCTACATCGGCGGAAGATCTTTICTAATTCCATTG
CTAATCAAAACCCTAGAGGACGTGGCGGTGACGAAGATGAGGAACTTGAGGAAGGTGAGA
TCGTCGGCGACGACGACCTCGACTCCTCCAATTTGTCCGCGTCCCTAGTGCATCAGCCTC
ACCCTCTGGAGCACTCTTGGACCTTTTGGTTCGATAACCCATCTGCCAAATCCAAGCAAG
o e Nele GG TGCGTCTATTCGACCGATCTAT, X
XXAGTGTTTACAACAACATTCATCATCCAAGCAAATTGGCGATGAGGGCAGATTTGTACT
GCTTCAAACATAAAATTGAGCCTAAATGGGAAGATCCCGTTTGTGCTAATGGAGGGAAAT
GGACTGTGAACTTTCCAAGGGGAAAATCTGATAATGGCTGGTTGTACACGXXXCTGCTTG
CTATGATC GAAATTTGTGGAGCAGTTGTTAATGTTA
GGTCTGGGCAGGATAAAATATCAATTTGGACGAAGAATGCTTCCAATGAAGCTGCGCAGG
CGAGCEXXATTGGAAAACAGTGGAAGGAGTTTCTTGATTACAATGAGAGCATTGGCTTTA
TATTCCACGATGACXXXGCAAAGAAATTCGATAGACTTGCGAAGAATAAATATATGGTGE
EETCTGTACGGTTTCTAATGCGTGGCGTGGGAGGAGGATAACTCGTCCTATTCGTGCAAA
GCATGCTGCTGCATCTCGGCATGTAAAGGTTGAGCTGTGGCTAGTGGGTACTACCTTTAG
TTTCAACCTCCCCTCCCCCGGAAAACCAAACACACCACCACCCAGGGAAAAAGAAAAAGA
AGGTTTTAATTGGTAAACGATGTTTTTGTGCGATTAGGAATTTGTGGAAATCGCCATTGC
TCATAACACAAAAGCACCTGAATCTCAGATTCTTGTTCTGTACTTGACAGTTTTAGCCAA
TGAGGTGAAATGCATGCTCTTTTATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAARA
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B.6. Condiciones de PCR de los cebadores utilizados en la RACE-PCR

En todas las PCRs se realizé una desnaturalizacion inicial de 2 min a 94°C y una extension final de
5 min a 72°C. t. des: tiempo de desnaturalizacion a 94°C. T2 hibri: temperatura de hibridacion. t.
hibri: tiempo de hibridacién. t. elong: tiempo de elongacién a 72°C. MgCl, (mM): concentracién
MgCl,, °C temperatura en grados centigrados, s: tiempo en segundos, pb: pares de bases. El

ndimero de ciclos fue de 30.

Tamafio t. 2 t. t.
Cebadores aprox. des hibrid. hibri elong | Extremo
(pb) (s) (¢C) (s) (min)

P3-PCR ,
GSP 2rev 800 20 58 20 90 3

P3-PCR ,
GSP 5rev 800 20 68 90 - 3

P1-PCR ,
GSP 6for 500 20 55 20 30 5

P1-PCR ,
GSP 6for 500 20 55 20 30 5

B.7. Secuencias y condiciones de PCR de los cebadores que se han diseiiado en
los extremos de la secuencia del cADN completo de elF4E. La amplificacién sobre el
cADN genera una banda de 1097 pb y la amplificacién sobre el ADN genémico amplifica el gen
completo de 3 Kb aproximadamente (indicado entre paréntesis). En esta PCR se realizd una
desnaturalizacion inicial de 2 min a 94°C y una extension final de 5 min a 72°C. t. des: tiempo de
desnaturalizacion a 94°C. T2 hibri: temperatura de hibridacion. t. hibri: tiempo de hibridacion. t.
elong: tiempo de elongacion a 72°C. MgCl, (mM): concentracion MgCl,, °C: temperatura en grados

centigrados, s: tiempo en segundos, pb: pares de bases. El nimero de ciclos fue de 35.

MaCl Tamano| t. T2 t. t.
Cebadores Secuencia (5’-3’) (rgM)z banda | des |hibri| hibri | elong
(bp) (s) | (°C) | (s) (s)
full-cDNAS" | GAGGGCGGTGCCATTCTTCTTCGG e 1097 5 | 60 | 20 60
full-cDNA3" |\ GTCAAGTACAGAACAAGAATCTGAG (3000) (120)

B.8. Secuencias y condiciones de PCR de los cebadores utilizados para amplificar
los cuatro intrones del elF4E. El tamafo de banda hace referencia al producto amplificado
sobre el ADN gendomico y es un valor aproximado. En todas las PCRs se realiz6 una
desnaturalizacion inicial de 2 min a 94°C y una extension final de 5 min a 72°C. t. des: tiempo de

desnaturalizacion a 94°C. T2 hibri: temperatura de hibridacion. t. hibri: tiempo de hibridacion. t.
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elong: tiempo de elongacion a 72°C. MgCl, (mM): concentracion MgCl,, °C: temperatura en grados

centigrados, s: tiempo en segundos, pb: pares de bases. El nimero de ciclos fue de 30.

Tamano MaCl t. 2 t. t.
Intrén Cebadores banda (rﬁM)z des | hibri | hibri | elong
(bp) (s) (°C) (s) (s)
1 GSP2 rev 1800 15 | 15 55 30 120
GSP5 for
2 GSPS rev 320 15 | 15 55 30 30
GSP7 rev
GPS7 for
3 320 15 | 15 55 30 30
GSP8 rev
4 GSP8 for 450 15 | 15 55 30 30
full cDNA 3'
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