Actas del IV Congreso Universitario
Internacional en Innovacion y
Sostenibilidad
Agroalimentaria — 2023

Editores: Dr. Santiago Garcia Martinez y Dra. Maria Serrano Mula

CIAGRD

.nqﬂ.u:nnua . ..1 nu.pr-n..

In - i - }) @ UNIVERSITAS

UNIVERSITAS
Miguel Herndndez Miguel Herndndez




Actas del IV Congreso
Universitario Internacional
en Innovaciony
Sostenibilidad
Agroalimentaria — 2023

Editores:

Dr. Santiago Garcia Martinez y Dra. Maria Serrano Mula

ISBN:
978-84-09-57202-1

Fecha de edicion:

22/12/2023

Editorial:

Universidad Miguel Hernandez de Elche

Maquetacion:

Servicio de Innovacidn y Planificacion Tecnologica (SIPT)



Puesta a punto de un marcador molecular para identificar la presencia del
alelo alcobaga en el tomate De colgar

A. Garcial, P. Carbonell', J.A. Cabrera!, A. Grau!, A. Alonso!, I.J. Ruiz! v 8. Garcia-
Martinez'

! Centro de Investigacion e Innovacion Agroalimentaria y Agroambiental (CLAGRO), EPSO-UMH carretera de
Beniel km 3,2, 03312 Orihuela, Espafia, e-mail: sgarciaf@umh.es

Resumen

El tomate De colgar o De penjar es un tipo varietal o conjunto de variedades muy populares en todo el arco
mediterrineo espaiiol. Se trata de un tomate que ha sido seleccionado por los agricultores y que es apreciado por
su jugosidad, sabor ¥ especialmente por su facilidad de ser restregado en el pan. Su nombre deriva de las técnicas
tradicionales de los agricultores, que cuelgan en la pared racimos de tomates cosidos por sus cilices o
pedincules, y donde pueden llegar a permanecer largo tiempo sin perder su calidad y textura. Esto se debea la
presencia de un gen de larga vida en su ADN, conocido como alelo afcobaga (alc), el cual se asocia a la
ralentizacidn de la maduracion postcosecha. En el presente trabajo, se ha disefiado un marcador molecular que
permitird controlar el alelo ale en laboratorio en un proceso ripido, preciso v de bhajo coste. Para ello, se ha
transformado un marcador CAPS, basado en un SNP entre los alelos ale y ALC, en un marcador para la técnica
HEM. Se han realizado diwersas pruebas para optimizar la PCR y el melfing, con el objetive de diferenciar
mequivocamente los individuos homocigotos v heterocigotos. Este marcador sera de gran utilhidad para el
genotipado de una gran coleccién de tomate De colgar, permitiendo identificar las accesiones con el alelo ale sin
necesidad de realizar largos estudios postcosecha.

Palabras clave: HRM, De penjar, tradicional, melting, genotipado

Development of a molecular marker to identify the presence of the alcobaca allele in the
De colgar tomato

Abstract

The De colgar or De penjar tomato is a varietal type or group of variefies wery popular in the Spanish
Mediterranean coast. It is a tomato selected by farmers and appreciated for its juiciness, flavour and especially
for its ease of being rubbed into bread. Its name derives from the traditional technigues developed by the
farmers, since they hang in the wall bunches of tomatoes sewn by their stalks, where they can stay for a long
time without depreciation in quality or texture. This is explained by the presence of a long-life gene in its DNA
known as alcobaca (alc) allele, which performances slowing down postharvest ripening. In currently work, we
have designed a molecular marker that will allow to control the ale allele im the laboratory in a fast, accurate and
low-cost procedure. For this, we converted a CAPS marker, based on a SNP between ale and ALC alleles, into a
marker for HREM method. We performed several experiments to optimise the PCR and melting, with the aim to
unequivocally distimguish the homozygous and heterozygous samples. This marker will be very useful to
genolyping a greal De colgar lomato collection, allowing identily the accessions carrying the alc allele without
the need to perform long postharvest studics.

Keywords: HRM, De penjar, traditional, melting, genotyping
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Introduccidn

El aumento de la demanda de productos tradicionales y con buen comportamiento postcosecha han
ocasionado un creciente interés sobre el tomate De penjar o De colgar. Se trata de un tipo varietal
tradicional cultivado en la zona mediterrdnea espafola, obtenido por los agricultores a partir de la
seleccion de cruces espontineos. Es apreciado por sus caracteristicas organolépticas, tamafio reducido,
facilidad para ser restregado en el pan y por su comportamiento postcosecha, pudiendo ser superior a
los 6 meses en casos extremos segln las condiciones pre y postcosecha (Casals, 2012).

Sus frutos se conservan colgados (“penjats”, confiriéndole su nombre) en el techo de los desvanes,
previamente cosidos en ramilletes, a temperatura ambiente. Esta aptitud postcosecha les diferencia
tanto de otras variedades de tomate tradicionales, cuya vida (til suele ser de 5 a 9 dias, como de las
variedades larga vida comerciales (Jong sheld life), cuyo comportamiento durante el almacenamiento
es debido a la incorporacion de genes de larga vida (Casals, 2012).

La larga conservacion del tomate Dwe penjar, la cual habitualmente puede llegar hasta los 4 meses sin
producirse grandes pérdidas (concretamente 127 dias de promedio, variando entre 78 y 139 dias;
Casals et al., 2012), se debe a la presencia del alelo mutante alcobaca (alc), descrito por primera vez
por Almeida (1961). Se trata de una mutacion monogénica que alecta a un gen regulador de la
maduracidn. Concretamente, se debe a la sustitucion de una base de timina por una de adenina en la
secuencia del gen NAC-NOR en la posicion 1100 de la secuencia AY573803 de Genebank (Casals et
al,, 2012). El gen NAC-NOR afecta a la sintesis del etileno, un papel importante en la maduracion del
fruto del tomate (Gao et al., 2020). Por consecuencia, la maduracion es mas lenta (Casals et al.,, 2012),

Los marcadores moleculares son una herramienta muy empleada para el genotipado y la selecciom de
plantas en los programas de mejora. Hasta el momento, para la identificacion de la presencia del alelo
alcobaga en muestras De penjar se ha empleado CAPS (Cleaved Amplified Polimorphic Sequences) v
AFLP (Amplified fragment length polymorphism) (Casals 2012; Casals et al,, 2012). Sin embargo, el
uso de CAPS, en comparacién con la técnica HRM (High Resolution Melting) es mucho mas lento,
debido a que requiere de la realizacién de una PCR, digestién y preparacion de gel de electroforesis
(Mader et al., 2008; Shavrukov, 2016). Por ello se ha decido disefiar un marcador para HRM, basado
en el SNP (Single nucleotide polymorphism) asociado a la mutacion ale (Casals et al., 2012)

El HREM es una técnica simple y rapida, que consiste en una PCR cuantitativa (qP*CR.) para conseguir
un nivel de amplificacion optimo del fragmento que presenta el SNP, seguido de un proceso de
“melting” (desnaturalizacion progresiva del ADN). Esto permite identificar distintos alelos debido a la
diferencia de energia de enlace existente entre los nucledtidos (Liew et al., 2004).

El objetivo principal de este irabajo es disefiar un marcador molecular basado en un SNP para
identificar el alelo afc a partir de la técnica HRM.
Materiales y Métodos

Material vegetal

Se utilizaron 40 plantas control de genotipo conocido: ocho mutantes ale homocigotos (alc/ale), 12
heterocigotos (ALC/alc) y 20 homocigotos con maduracion normal (ALC/A4LC); 23 de estos controles
fueron facilitados por el equipo de Joan Casals (Fundacid Miquel Agusti, Catalufia), v ¢l resto los
aporta el propio grupo de Biodiversidad Agricola y Mejora Genética de Variedades del CIAGRO-
UMH.
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Extraccion de ADN y cuantificacion

La extraccion del ADN de las muestras se realizd por el método del SDS (Dellaporta et al., 1983), y
posteriormente se resuspendid el precipitado de ADN en 50 pl de agua estéril. Todas las muestras de
ADN se cuantificaron usando NanoPhotometer N50 (IMPLEN), y se realizaron diluciones para
reducir su concentracion a 20-30 ng/ul.

Disefio de marcador molecular para HRM

El disefio del nuevo marcador se basé en el polimorfismo de tipo SNP entre los alelos ale y ALC,
descrito previamente por Bota et al. (2014) en el gen NAC-NOR. A partir de este se disefiaron
diferentes cebadores mediante el programa Primer3 v se seleccionaron los mas adecuados en funcién
del tamafio del amplicon (Tabla 1) v la posicion del SNP en el amiplicon.

Tabla 1. Secuencia de los cebadores escogidos

Marcador Secuencia cebadores (5'-3") Longitud amplicén PCR (pb)

F- GGGCTGCAACATCGGGTTAT

R - ACCTTTTGTGTTCCACCGGA

Ale-S F- GCTGCAACATCGGGTTATTGG 80
R - ACCCCAACCTTTTGTGTTCCA

AleT F- AAATATCCTAACGGGGCGAGG 103
R - CCTTTTGTGTTCCACCGGAAG

F- AAATCGGGCTGCAACATCG
R - ACCCCAACCTTTTGTGTTCC

Alg-2 16

Ale-10 87

PCR y electroforesis

Se realizo una PCR y posterior electroforesis en gel de agarosa al 3% con ocho muestras aleatorias v
los cuatro marcadores seleccionados. Este primer paso nos permite comprobar que los amplicones
derivados de los marcadores amplifican adecuadamente y que presentan un tamafio adecuado. Se
descartaron aquellos marcadores que no se visualizaban correctamente en el gel, debido a que una
inadecuada amplificacién podria interferir en las curvas de melting y por tanto en la identificacion del
alelo alcobaga mediante la téenica de HRM,

Puesta a punto del marcador para HRM

Las pruebas de HRM se realizaron en placas de 96 pocillos mediante ¢l instrumento Lighteycler® 480
de Roche, el cual realiza la PCR y posteriormente el melting de las muestras permitiendo, mediante el
andlisis por software, diferenciar los genotipos en funcidn de la temperatura de meling (Tm). El
programa empleado consistid en una etapa de desnaturalizaciém a 95°C durante 10 min (4,4 °C/s),
seguido de 45 ciclos de PCR (cada ciclo son 155 a 95°C, 15 3 a 60°C v 105 a 72°C) a una temperatura
de habridacion de los cebadores de 60°C, un melting de 60 a 95 °C con una adquisicién continua de
temperatura de 0,06 °C/s (previa etapa de enfriamiento de 95°C a 40°C), v finalmente una etapa de
enfriamiento hasta 40°C (etapa de 30 s).

Inicialmente se realizé una prueba con quince muestras control aleatorias para seleccionar el marcador
en funcidén de los resultados de la amplificacidn de la PCR (forma de la curva y posicién del crossing
point) y segin la capacidad para diferenciar los genotipos tras el meliing. La mezcla de reaccion para
el proceso de HRM consistio en 5 pl de Masrer mix 2x (Roche; Cat. No. 04909631001), 0,20 ul de
cada cebador a 10 mM, 1,20 pl de MgCl; a 25 mM y 2,50 pl H,O, junto con 1 pl de ADN de las
mugstras control, incluyendo ademas un blanco.

Tras ello se llevaron a cabo distintas pruebas para mejorar la deteccion de los tres genotipos del
polimorfismo en todo el material vegetal. Sc realizd un ensayo con variaciones en la concentracion de
MgCl: (1,2; 1,4; 1,6 pl) debido a su efecto sobre el funcionamiento de la Tag polimerasa y, por tanto,
en la amplificacion durante la PCR (Markoulatos et al., 2002). Sin embargo, debido a la dificultad para
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distinguir los dos genotipos homocigotos se probé con la introduccidn de 5,25, 7, 8,75 v 10,5 ng/ul de
ADN de una muestra de genotipo conocido ALC/ALC (técnica spike) a cada una de las muestras
control. Esta técnica es usada para aumentar la formacién de heterodiplex en muestras con alelo
mutante ale, facilitando la diferenciacion entre los genotipos homocigotos en el proceso de melting
{Liew et al., 2004; Palais et al., 2005).

Por hltimo, se realizd una prueba con todo el material vegetal para verificar los resultados obtenidos.

Andlisis de las curvas de melting obtenidas por HRM

Finalizadas las prucbas, se visualizaron las curvas de melting normalizadas y el difference plot, ¢l cual
agrupa las curvas en funcién de su forma y Tm, con el software asociado al Lighteyeler” 480. Esto nos
permitié determinar la concentracion 6ptima de MgCl, y de ADN spike para poder identificar
mediante HRM la presencia del alelo alcobaga en muestras de tomate De penjar.

Resultados y Discusion

La electroforesis en gel de agarosa (Figura 1) reveld una mala amplificacion mediante el marcador
Ale-5; ya que la mitad de las muestras ensayadas con este marcador no presentaron una buena
visualizacion del amplicén derivado. Los marcadores Ale-2, Ale-7 y Ale-10 amplificaron con éxito,
por lo que se emplearon para la prueba en HEM.
Ale-2 Ale-5
A A

M r A iy v M

-7 Ale-10
M r WM X M

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 3% para la comprobacion de la ampliacion de los marcadores
dizsefiados (Ale-2, Ale-5, Ale-T y Ale-100). M: Marcador de tamafio molecular 100 pb DNA ladder plus de
Thermo-Fisher.

Tras la primera prueba en HRM se descartaron los marcadores Ale-2 v Alc-T en base a sus curvas de
amplificacion en la PCR cuantitativa. Ambos marcadores presentaron un crossing point (Cp) mayor a
30 en la mayoria de sus muestras (Figura 2), superando el rango optimo (25-30 ciclos), ¥ alcanzaron la
meseta a diferentes alturas, siendo por tanto una amplificacion inadecuada (Rouleau et al., 2009;
Borras et al., 2011). El Ale-10, por contra, presentd un Cp 6ptimo (alrededor de 25-28 ciclos) y mayor
homogencidad en las curvas de amplificacion. Ninguno de los tres marcadores permitié diferenciar
entre los homocigotos ALC v ale. El software agrupa las curvas de melring en dos grupos (Figura 3):
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homocigotos (curva verde) y heterocigotos (curva rosa), lo cual es habitual en SNPs de tipo 4, donde
el cambio de base A/T no permite diferenciar entre los homocigotos, ya que generan una Tm muy
similar. Este problema no se presentd en los heterocigotos porque tras la amplificacion se generan
heterodiuplex, los cual se traduce en cambios en la curva de melting haciéndola muy distinta a la curva
de los homocigotos (Liew et al., 2004; Palais et al., 2005).
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Figura 2. Curvas de amplificacion de los marcadores Alc-2, Ale-7 y Aleg-10 para las muestras control mediante
qPCR. Las curvas verdes y rosas corresponden con Ale-10; las rojas v azules a Ale-2 v Ale-7.
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Figura 3. Curvas de HRM de las muesiras control mediante el marcador Ale-10. A) Curvas normalizadas tras el
melting. B) Difference plot o expresion gnifica de los grupos diferenciados. Heterocigotos: rosa; Hﬂmﬂcigﬁtns
ale y ALC: verde,

Posteriormente se realizaron pruebas con diferente concentraciém de MgCl: utilizando el marcador
Ale=10, con el objetivo de diferenciar los genotipos homocigotos. La concentracion de esta sal en la
reaccion incide notablemente en la calidad de la amplificacion v, por tanto, en el melfing posterior
(Markoulatos et al., 2002). En este sentido, destacan los resultados de la amplificacion con 1,2 pl de
MgCl; 25 mM (Figura 4.A). Sin embargo, la variacién de este pardmetro no presentd efecto notable
sobre la diferenciacién de los tres genotipos (Figura 4.B).
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Figura 4. Curvas de HRM de la prueba de MgCl; con las muestras control mediante el marcador Alc-10A)
Curvas de amplificacion mediante gPCR. Curvas rosas v lilas: 1,2 pl MgCls; Otros colores: 1,4 y 1,6 pl MgCls.
B) Difference plot a 1,2 Wl MgCly. Heterocigotos: gris; Homocigetos ale y ALC tosa,

El empleo de la técnica spike permitid separar los homocigotos afe de las muestras ALC, asi como de
los heterocigotos en las muestras control (Figura 5). Esto se aprecid principalmente a las
concentraciones de 5,25, 7 v 8,75 ng/ul. Las curvas de HRM de las muestras homocigotas alc variaron
respecto a las ALC debido a que el ADN afiadido (de genotipo ALC/ALC) generaba heteroduplex
las muestras homocigotas ale, modificando la temperatura de melting (Liew et al., 2004). Las curvas
de las homocigotas ALC no se vieron afectadas al afiadir ADN del mismo tipo. Tampoco hubo
variacion apreciable en las muestras heterocigotas.

Para las pruebas posteriores, se optd por la concentracion de 7 ng/ul de ADN spike, ya que fue la que
ofrecid los resultados maés claros en la diferenciacion de los tres genotipos.
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Figura 5. Curvas de HRM (Difference plor) de las muestras control amplificados mediante el marcador Ale-10,
afiadiendo 7 ng/pl de ADN ALC/ALC (spike) a cada muestra. Heteroci gotos: verde; Homocigotos ale: rojo;
Homocigotos ALC: azul,

Finalmente, se analizo todo el material vegetal (40 muestras), utilizando el marcador Ale-10 junto con

la incorporacion de 7 ng/pl de ADN ALC/ALC. Como se observa en la Figura 6, esta técnica permite la
diferenciacion de alelo ale mediante HE M.
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Figura 6. Curvas de HRM (Difference plot) del material vegetal de estudio empleando el marcador Ale-10y 7
ng/ul de ADN ALC/ALC (spike). Heterocigotos: verde; Homocigotos ale: gris ; Homocigotos ALC: rojo.

Conclusiones

El SNP que permite la identificacion del alelo aleobaga en muestras De penjar presenta dificultad para
detectarse a través de un marcador de HRM, siendo necesario ajustar las variables principales de esta
técnica, tales como el disefio previo de los cebadores y el volumen de MgCls, ademas es necesario la
introduccion de ADN de genotipo conocido ALC/ALC a cada una de las muestras para promover la
formacién de heterodiplex en las individuos homocigotas alc y conseguir diferenciarlos claramente.
Concluimos que el marcador Ale-10, junto con la adiciém de 7 ng/pl de ADN ALC/ALC v 1,20 pl
MgCl: 25 mM a cada muestra, permite controlar el alelo alcobaca mediante la técnica de HREM,
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