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RESUMEN.

El garbanzo cultivado (Cicer arietinum L.), la segunda leguminosa grano mds producida a nivel mundial,
presenta una productividad media muy alejada del potencial estimado debido, principalmente, a
factores de tipo abidtico que tienen lugar al final del periodo del cultivo. Por ello, la floracién precoz es
un caracter de gran interés agronémico para los mejoradores. La identificacidon y caracterizacién de
marcadores o genes candidatos asociados al control del inicio de la floracién es fundamental para el
éxito de los programas de mejora en garbanzo. En este contexto, el empleo en investigacion de lineas
casi isogénicas (NILs) que se diferencien en el tiempo de floracidon constituye una estrategia de gran

potencial al permitir la eliminacidn de la mayor parte del ruido de fondo genético.

En este estudio, se ha fenotipado y secuenciado una pareja de NILs de C. arietinum desarrollada para la
fecha de floracidon. Mediante la caracterizacion fenotipica se han encontrado diferencias significativas en
caracteres (i. e. ramificacidn, altura, longitud del entrenudo y nimeros de semillas producidas), ademas
de la propia fecha de floracién. Por otro lado, la secuenciacidon ha permitido constatar que la pareja de
NILs empleada presenta la mayor parte de su genoma en homocigosis y que las diferencias a nivel de
secuencia entre ellas son minimas. Asimismo, ha permitido la identificacion de 23 genes que presentan
variaciones en homocigosis entre las NILs y que, por tanto, son potenciales candidatos asociados con los
caracteres estudiados. Entre ellos, destaca el gen ELF3A, uno de los genes implicados en el reloj
circadiano, cuyo alelo recesivo correspondiente con una delecién de 11 pb parece provocar floracién
precoz, aunque también podria tener influencia en un menor grado de ramificacidn y un incremento de
la longitud del entrenudo. Otros genes resefiables son LOC101501328 y LOC101504314 que codifican
para una proteina similar a extensina y para un tipo de regulador implicado en la sefializacién por

citoquininas, respectivamente.

En el marco de este trabajo se ha procedido a la recogida de tejido de hojas jovenes de las que se
extraerd ARN y al disefio de secuencias de cebadores, tanto para genes candidatos como para otros
genes implicados en la cascada de sefializacidon de la floracién, con el fin de realizar un estudio de
expresion mediante gPCR. El andlisis de los diferentes perfiles temporales de transcripciéon permitira la
caracterizacion del efecto que provocan las variaciones presentes en las NILs y disefiar marcadores

moleculares para el caracter fecha de floracion.

Palabras clave: Cicer arietinum, floracién precoz, NILs, secuenciacidn, SNPs.



ABSTRACT.

Chickpea (Cicer arietinum L.) is the second grain legume cultivated in the world. However, the average
yield is far from its potential of 3 — 5 t/ha mainly due to constraints imposed by terminal abiotic stresses.
For this reason, early flowering is a desirable trait for chickpea. Identification and characterization of
molecular markers and candidate genes associated with flowering time are essential for the success of
breeding programs. Near-isogenic lines (NILs) provide plant material differing only in a small target
region of the genome facilitating the detection of candidate genes underlying phenotypes. Thus, analysis

of NILs that differ from flowering time represents an effective tool to dissect the trait.

In this study, a pair of C. arietinum NILs has been phenotyped and sequenced. On the one hand,
phenotypic evaluation has shown significant differences in some traits (i.e. branching, height, internode
length and number of seeds) besides flowering initiation. On the other hand, sequencing has confirmed
high levels of homozygosity with minimal sequence variations between them. Moreover, sequencing has
allowed the identification of 23 genes potentially associated with flowering time. We focused on locus
ELF3A, a gene involved in the circadian clock, whose recessive allele corresponding to a deletion of 11 bp
seems to confer early flowering. However, it could also have an influence on a lower branching and an
increase in internode length. Other notable genes are LOC101501328 (encoding an extensin-like protein)

and LOC101504314 (two-component response regulator ARR5-like involved in cytokinin signaling).

During this study, we have collected young leaves that will be used eventually for gene expression
analyses. Primer sequences for selected candidate genes regulating flowering time have been designed
considering strict criteria for successful gPCR assays. Expression profile differences will enable the
characterization of the alleles in the contrasting NILs and eventually the development of molecular

markers linked to flowering time.

Keywords: Cicer arietinum, early flowering, NILs, sequencing, SNPs.



1. INTRODUCCION.

1.1. El garbanzo cultivado.
El garbanzo cultivado (Cicer arietinum L.) es una planta anual y autégama que pertenece a la familia de
las leguminosas (Leguminosae) y, en concreto, al género Cicer (van der Maesen et al., 2007). Se trata de
una especie diploide (2n = 2x = 16) que posee un tamano de genoma de ©»530 Mb (Varshney et al.,
2013). El género Cicer incluye un total de 44 especies, 35 perennes y 9 anuales, de las cuales Unicamente
se cultiva C. arietinum (van der Maesen et al., 2007). La especie silvestre C. reticulatum, cuya distribucién
se reduce a ciertas zonas del sudeste de Turquia, esta considerada como la progenitora del garbanzo
cultivado. Es una de las primeras especies que se domesticaron hace mas de 10 000 afios en el Creciente
Fértil (este de Asia), asociado con el origen de la agricultura junto con otros importantes cultivos actuales

como el trigo o el guisante (Abbo et al., 2003; Ladizinsky & Adler, 1976).

Dentro de la familia Leguminosae, el garbanzo y otras especies conforman el grupo de alimentos que se
conoce como legumbres. Las legumbres son definidas por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) como un tipo de leguminosas que se cosecha
para obtener sus semillas comestibles secas. La FAO lleva afios dedicando grandes esfuerzos a la
promocién del cultivo y consumo de legumbres debido a su enorme potencial de contribuir al
cumplimiento de la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible, ya que permitirian fortalecer la seguridad
alimentaria global y prevenir la desnutricién. Esto es debido a que son una fuente barata de proteinas y
micronutrientes esenciales. Ademas, contribuyen a la fijacién de nitrégeno atmosférico gracias a la
asociacion simbidtica que se establece entre las raices de las plantas y bacterias del suelo del género
Rhizobium, aumentando asi la fertilidad del terreno sin necesidad de emplear productos artificiales
(Frailey et al., 2022; Jacob et al., 2016). Desde el punto de vista nutricional, el garbanzo contiene grosso
modo un 60 % de carbohidratos, un 20 % de proteinas y un 6 % de lipidos (Wood & Grusak, 2007).
Presenta una composicidn balanceada de todos los aminoacidos esenciales excepto de los que contienen
azufre, hecho que puede compensarse afiadiendo cereales a la dieta (Jukanti et al., 2012). Asimismo, es
rico en fibra y minerales como P, Ca, Mg, Fe y Zn (Rachwa-Rosiak et al., 2015). Ademds, al contrario que

otras legumbres, no contiene apenas antinutrientes (Millan et al., 2006; Wood & Grusak, 2007).

Comercialmente, se distinguen dos tipos principales de garbanzo cultivado segln sus caracteristicas
morfoldgicas: el tipo desi y el tipo kabuli (Figura 1). El tipo desi, mas similar al progenitor silvestre, se
caracteriza por presentar flores rosadas y semillas de un tamafio mas pequefo, angulares, con una

cubierta rugosa, dura y de color marrén oscuro. Este tipo se cultiva sobre todo en el sur de Asia y en


https://sciwheel.com/work/citation?ids=13487114&pre=&suf=&sa=0
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Africa. Por otra parte, el tipo kabuli, cultivado principalmente en los paises de la cuenca mediterranea,
presenta flores blancas y semillas de un tamafio mas grande, con forma redondeada, de superficie lisa y
color beige. El tipo desi es el mas cultivado y representa aproximadamente el 70 % del garbanzo

producido mundialmente (Ortega Martinez, 2018; van der Maesen, 1972).

"

Figura 1. Flor y semilla de garbanzo de tipo kabuli (izquierda) y tipo desi (derecha).’

Actualmente, el garbanzo es la segunda especie de legumbre mas producida a nivel mundial, solo por
detras de la judia (Phaseolus vulgaris L.), con 15,08 millones de toneladas que fueron sembradas en
14,84 millones hay en, al menos, 49 paises de los cinco continentes, sobre todo en regiones templadas y
semiaridas (FAOSTAT, 2020). Los principales paises productores son India (11,08 millones de toneladas),
Turquia (630 000 t), Pakistan (497 608 t), Myanmar (481 668 t) y Etiopia (457 319 t). Estos cinco paises
produjeron mas del 87 % del garbanzo cultivado en 2020. La mayor parte de la produccion de garbanzos,
por tanto, tiene lugar en los paises en desarrollo y menos del 14 % de la produccién llega al mercado

internacional, lo que refleja la alta importancia de este cultivo en el autoconsumo (FAOSTAT, 2020).

La productividad media del garbanzo fue de aproximadamente 1,02 t/ha en 2020 (FAOSTAT, 2020), lejos
del potencial estimado de 3 — 5 t/ha en condiciones favorables (Ortega Martinez, 2018) y practicamente
el mismo que el maximo alcanzado en el afio 2013 (1,05 t/ha; FAOSTAT, 2013). Este hecho es debido

principalmente a la constriccion impuesta por estreses abidticos como las altas temperaturas o la sequia

! Imdagenes modificadas tomadas de (de izquierda a derecha y de arriba a abajo):
https://www.agric.wa.gov.au/chickpeas/neelam-desi-chickpea-southern-australia,
https://sumtradecorp.com/product/chickpeas/,
https://plantvillage.psu.edu/topics/chickpea-gram-pea/infos,
https://www.scienceimage.csiro.au/image/3600
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que reducen el periodo éptimo de crecimiento (Arriagada et al., 2022; Kumar & Abbo, 2001). En el
contexto actual de cambio climatico, en el que estas condiciones se veran agravadas, es fundamental
desarrollar diferentes estrategias con el objetivo de mejorar el cultivo. Uno de los enfoques empleados,
complementario a la busqueda de resistencia a los estreses abiéticos, es el de desarrollar variedades con
una fenologia y maduracion temprana que permita evitar las condiciones mas desfavorables que se dan
al final del periodo de cultivo. Por ello, aumentar el conocimiento acerca del control genético subyacente
a caracteres como el tiempo de floracidon constituye una aproximacion prometedora para facilitar la
implementacién de programas de mejora con los que aumentar el rendimiento agronémico del

garbanzo.

1.2. El control del inicio de la floracién.
Las plantas con flor sufren, en algin punto de su ciclo vital, la transicién desde la fase vegetativa a la
reproductiva, siempre y cuando coincidan unas condiciones ambientales (e. g. temperatura vy
fotoperiodo) y unas condiciones internas (e. g. edad, balance de energia, hormonas y reloj circadiano)
adecuadas que permitan la expresidon de los genes que promueven y controlan el proceso de floracion
(Huijser & Schmid, 2011). La idoneidad del momento en el que se produce esa transicién es critica para
el éxito reproductivo de la planta y, desde un punto de vista agrondmico, para maximizar su rendimiento
(Ortega Martinez, 2018). Por tanto, la regulacién del inicio de la floracion y los cambios genéticos que le
afectan son fundamentales para la supervivencia y adaptacion a diferentes entornos ambientales de las
especies vegetales con flor, tanto en el caso de los cultivos como en el de las plantas silvestres. Sin
embargo, sigue existiendo en la mayoria de las casos un conocimiento bastante limitado sobre los

mecanismos moleculares que tienen lugar (Weller & Macknight, 2019).

En la comprension del control del proceso de la floracidn se ha avanzado significativamente gracias a los
trabajos realizados en la especie modelo Arabidopsis thaliana. La informacién generada en esta planta
modelo proporciona la base ideal para abordar el estudio en especies de interés agrondmico (Ortega
Martinez, 2018; Weller & Macknight, 2019). En general, las principales familias de los genes centrales
gue controlan el inicio de la floracién parecen estar conservadas en las leguminosas, aunque existen
duplicaciones y deleciones de genes (Hecht et al., 2005; Weller & Ortega, 2015) asi como discrepancias
en la importancia funcional que estos tienen en el proceso (Wong et al., 2014), reflejo de su historia
evolutiva independiente desde la divergencia de los linajes a los que pertenecen. Las leguminosas
cultivadas mas importantes se pueden clasificar dentro de dos grupos taxondmicos con distintos
patrones de respuesta estacional: el clado galegoide y el clado faseoloide. El clado galegoide (e. g.

guisante, lenteja, garbanzo, habas y Medicago truncatula) incluye especies de regiones templadas en las
10
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que, por lo general, la vernalizacidn y los dias largos promueven la floracion (al igual que en A. thaliana).
Por su parte, el clado faseoloide (e. g. soja y judia) se corresponde con especies que carecen de una
respuesta a la vernalizacion y florecen en condiciones de dia corto (Smykal et al., 2015; Weller & Ortega,

2015).

La floracidn es un proceso sumamente complejo cuya iniciacién depende de la integracion de diferentes
sefiales en las que participan cientos de genes (Weller & Macknight, 2019), destacando la influencia que
ejercen la percepcién de la luz y los ritmos circadianos. La importancia de esta via se evidencia en que
mutaciones de genes implicados en ella causan variaciones en el tiempo de floracién (Hecht et al., 2007;
Ridge et al., 2017; Weller & Ortega, 2015; Weller et al., 2012). En la Tabla 1 se recogen los principales loci
que participan en esta cascada de seiializacion. Los fotorreceptores proporcionan la informacién sobre el
entorno luminico que permite la deteccién de la duracidn del dia, es decir, del fotoperiodo (Shim et al.,
2017). En las leguminosas se han identificado diferentes clases de fotorreceptores: tres fitocromos que
absorben luz en el espectro del rojo y rojo lejano (PHYA, PHYB y PHYE), dos criptocromos que absorben
luz en el azul (CRY1 y CRY2; Hecht et al., 2005; Platten et al., 2005) y solo dos fotorreceptores de
flavoproteinas de dominio LOV en la familia FKF1/ZTL (Weller & Ortega, 2015). Todas estas sefiales
convergen en el reloj circadiano que en A. thaliana estd compuesto por varios factores de transcripcion
interconectados por regulaciones de retroalimentacion que se suceden en el tiempo actuando como un
oscilador genético. Simplificando, en las primeras horas del dia se expresan CCA1 y LHY; a medida que
avanzan las horas, comienza la expresion de PRR9, PRR7 y PRR5 que reprimen la expresion de los
anteriores. Por la tarde, se expresan los genes LUX, ELF3 y ELF4 que conforman el denominado Evening
Complex, reprimiendo la transcripcién de PRR9 y LUX. Posteriormente, ya en la noche, se expresa TOC1
que reprime a todos los demas (Shim et al., 2017). Otro gen relacionado con el reloj circadiano es G/ que
codifica una proteina que promueve la floracién y cuya acumulacidn ciclica parece depender de su
degradacién mediada por COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1; gen que codifica una
ubiquitin-ligasa) junto con ELF3 (Sawa & Kay, 2011; Xu et al., 2016; Yu et al., 2008). Todos estos genes del
reloj estan representados en las leguminosas, aunque las del grupo galegoide parecen tener solo un gen
ortdlogo a los genes CCA1 y LHY, mientras que los dos grupos de leguminosas presentan duplicaciones

de TOC1, ELF3 y GI (Weller & Ortega, 2015).

11
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Tabla 1. Principales genes implicados en la via de sefalizacién por fotoperiodo y ritmos circadianos en A. thaliana
ordenados segun el rol asignado.
Rol asighado Nombre Simbolo

Fotorreceptores
CRYPTOCHROME
Familia FLAVIN-BINDING KELCH-REPEAT
F-BOX1/ZEITLUPE

CRY (CRYA, CRYB)
FKF1/ZTL

PHYTOCHROME PHY (PHYA, PHYB, PHYE)
Genes del reloj circadiano
Expresion por la mafiana CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 CCA1
LATE ELONGATED HYPOCOTYL LHY
Expresion al mediodia PSEUDO RESPONSE REGULATOR 5 PRR5
PSEUDO RESPONSE REGULATOR 7 PRR7
PSEUDO RESPONSE REGULATOR 9 PRR9
Expresion por la tarde EARLY FLOWERING 3 ELF3
(Evening Complex) EARLY FLOWERING 4 ELF4
LUX ARRHYTHMO LUX
Expresion por la noche TIMING OF CAB EXPRESSION 1 TOC1
Expresion dependiente del reloj
circadiano
GIGANTEA G/
Integradores florales
CONSTANS co
FLOWERING LOCUS T FT
Genes relacionados con FT (familia
PEBP)
BROTHER OF FT AND TFL1 BFT
CENTRORADIALIS CEN
MOTHER OF FT AND TFL1 MFT
TERMINAL FLOWER 1 TFL1
TWIN SISTER OF FT TSF

En la integraciéon de la sefializacién del fotoperiodo y los ritmos circadianos en A. thaliana, juega un
papel central la proteina CO cuya acumulacién y actividad esta regulada a varios niveles (Shim et al.,
2017; Yu et al., 2008). En condiciones inductivas de dia largo, promueve la expresidn de FT cuya proteina
es conocida como el florigeno, la molécula de sefializacién mavil clave en la promocién de la floracién en
el meristemo apical del tallo. Sin embargo, los distintos genes ortélogos a CO encontrados en las
leguminosas no parecen tener este papel fundamental en la respuesta al fotoperiodo, por lo que deben
existir otros mecanismos alternativos (Wong et al., 2014). FT pertenece a la familia PEBP que incluye a
otros genes como TSF, TLF1, MFT, BFT y CEN. TFL1 actia como un inhibidor de FT mediante la unién

competitiva al factor de transcripcion FD, impidiendo la expresidn de genes de identidad del meristemo
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floral (Ahn et al., 2006). En las leguminosas existen multiples homdlogos de TFL1 y FT debido a la
expansion que ha experimentado esta familia génica. Los multiples genes FT pueden agruparse en tres
clases filogenéticas distintas y especificas de leguminosas: FTa, FTb y FTc que incluyen distinto nimero
de genes dependiendo de la especie (Weller & Ortega, 2015). Concretamente, en garbanzo se
identificaron tres genes FTa (FTal, FTa2 y FTa3), un solo gen FTb (diferencia con respecto a otras especies
de leguminosas), un gen FTc y tres genes FTL1 (FTL1a, FTL1b y FTL1c). Es destacable sefalar que FTal,
FTa2 y FTc se encuentran ubicados juntos en tdndem en el cromosoma 3, aunque FTal y FTa2 se
expresan mas en el tejido foliar mientras que FTc se expresa Unicamente en el apice del tallo. Los
cambios genéticos que conducen a una sobreexpresion de los genes de este cluster parecen ser clave

para la floraciéon temprana (Ortega et al., 2019).

En el garbanzo se han identificado y mapeado numerosos loci de caracteres cuantitativos (QTL, por sus
siglas en inglés) que afectan a la fecha de floracion (Weller & Ortega, 2015). La disponibilidad de la
secuencia del genoma del garbanzo desde 2013 (Varshney et al., 2013) y los estudios de sintenia han
permitido anotar numerosos genes potencialmente relevantes para el control del tiempo de floracién en
la especie. Esta informacién resulta muy util para la identificacién de genes concretos y para la
investigacion de los procesos moleculares implicados a través de estudios de expresién génica. Sin
embargo, el conocimiento sobre estos procesos continua siendo escaso y, ademas, muchos de los QTL
detectados aun no se han podido asociar a un locus determinado (Ortega Martinez, 2018). Es por ello
que el desarrollo de un material vegetal adecuado que permita un mapeo fino de marcadores y la
evaluacion de variaciones alélicas de un locus objetivo, disminuyendo al maximo las interferencias que
puedan provocar las diferencias existentes en el resto del genoma, supone una estrategia muy

interesante de investigacion (Yan et al., 2017).

1.3. El desarrollo de lineas casi isogénicas.
Las lineas casi isogénicas (NILs, por sus siglas en inglés) se caracterizan por diferir sélo en una pequefia
region del genoma relacionada con el caracter para el que fueron seleccionadas. Por tanto, constituyen
un material éptimo para el estudio de los mecanismos moleculares subyacentes a rasgos de interés

agronomico al eliminarse la mayor parte del ruido de fondo genético (Castro et al., 2010).

Se han desarrollado NILs en distintas especies vegetales como, por ejemplo, maiz (Koester et al., 1993;
Mideros et al., 2014), tomate (Li et al., 2019; Martin et al., 1991), soja (Lee et al., 2017; Thakare et al.,
2010) arroz (Ngu et al., 2014; Shen et al., 2001), lechuga (Paran et al., 1991; Parra et al., 2021) o trigo

(Xue et al., 2013). Tradicionalmente, las NILs se han obtenido mediante retrocruzamientos consecutivos
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con el padre recurrente hasta obtener lineas con fenotipos contrapuestos para el caracter de interés
(Castro et al., 2010; Yan et al., 2017). Sin embargo, estos programas requieren de grandes esfuerzos y
varios anos, incluso empleando marcadores moleculares en la seleccidon. Existe otra metodologia
alternativa que consiste en la obtencion de NILs a partir de la heterocigosis residual en lineas avanzadas
de poblaciones segregantes (Tuinstra et al., 1997) basandose en evaluaciones fenotipicas (Rubio et al.,
1998; Zhang et al., 2006) o empleando marcadores moleculares (Castro et al., 2010; Jendoubi et al.,
2016; Tuinstra et al., 1997). Estas generaciones avanzadas presentan el mismo fondo genético v, al
autopolinizar de forma sucesiva los individuos que presenten heterocigosis, se obtiene descendencia

homocigota y contrastante.

Las parejas de NILs desarrolladas para diferentes caracteres de interés se han empleado ampliamente en
el mapeo fino de marcadores, en la realizacién de estudios de expresidn génica y en la identificacion de
posibles genes candidatos (Yan et al., 2017). Este tipo de material vegetal permite evaluar la variacién
alélica de loci a nivel fenotipico y molecular realizando comparaciones a nivel de secuencia vy
transcriptdmico. En el caso concreto del garbanzo, se han empleado con éxito en la deteccion y
caracterizacion de genes asociados con el habito de crecimiento (Ali et al., 2015), con el caracter vaina
simple/doble (Ali et al., 2016; Caballo et al., 2022) o con la resistencia a Fusarium (Caballo et al., 2019).
En relacion al tiempo de floracién, Basu et al. (2019) desarrollaron una pareja de NILs con el objetivo de
llevar a cabo el mapeo fino de una regidn QTL que habian identificado previamente asociada con

floracion temprana y con un mayor numero de flores.

En definitiva, el desarrollo de parejas de NILs para la fecha de floracién en C. arietinum, su secuenciacion
gendmica y el posterior analisis de las diferencias encontradas constituye una buena estrategia para la
identificacién de genes candidatos subyacentes al caracter y para profundizar en el conocimiento a nivel

molecular mediante estudios de expresion génica.
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2. OBIJETIVOS.

El objetivo principal de este trabajo es la identificacion y caracterizacién de marcadores o genes
asociados a la fecha de floracidon en garbanzo cultivado empleando una pareja de NILs desarrollada a

partir de evaluaciones fenotipicas. Para ello, se definen los siguientes objetivos especificos:

o Caracterizar fenotipicamente la pareja de NILs para detectar posibles diferencias entre ellas, mas

alla de la fecha de floracion.

o Utilizar los datos de secuenciacién de cada una de las NILs para caracterizarlas genotipicamente,
identificando las variaciones que presentan, y conocer la heterocigosis observada y el grado de

similitud entre ellas.

o Analizar sus diferencias a nivel gendmico con la finalidad de detectar potenciales marcadores o

genes candidatos subyacentes al caracter fecha de floracion.

o Disefiar secuencias de cebadores para genes candidatos asociados a la fecha de floracién y otros
genes que participan en la cascada de sefializacién con el propdsito de realizar un andlisis de
expresion mediante gPCR. De esta forma, se podran caracterizar a nivel molecular posibles

efectos provocados por los distintos alelos presentes en las NILs.

o Seleccionar y recoger material vegetal apropiado para una posterior extraccion de ARN que

pueda emplearse en el analisis de expresion mediante qPCR.
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3.

MATERIALES Y METODOS.

3.1. Material vegetal y condiciones de crecimiento.

En este trabajo se empled una pareja de NiLs de C. arietinum para la fecha de floracidon desarrollada a
partir de la heterocigosis residual en una linea F, de la poblacion segregante RIP10 (linea RIP10-82),
derivada del cruzamiento intraespecifico entre los parentales JG62 (sinénimo ICC4951) e ILC72, obtenida
por el grupo de Mejora de Garbanzo — Cérdoba compuesto por miembros de la Universidad de Cérdoba
(UCO) y del IFAPA Centro Alameda del Obispo basdndose en evaluaciones fenotipicas (Figura 2). Las
principales caracteristicas de las lineas parentales se recogen en la Tabla 2. La linea parental JG62 es un
garbanzo de tipo desi originario de la India y de floracidon precoz, mientras que ILC72 es de tipo kabuli,
originario de la antigua Unidn Soviética y mantenido en ICARDA (International Center for Agricultural
Research in the Dry Areas), de floracion tardia. La caracterizacion de la descendencia de las diferentes
plantas que se emplearon hasta la obtencién de las NiILs ha permitido concluir que el fenotipo floracién
tardia es, en este material, dominante frente a la floracidn precoz, ya que algunas de las plantas de
fenotipo tardio presentan segregacion para el caracter y las de fenotipo precoz siempre presentan
descendencia de floracidén precoz (Figura 2). La pareja de NILs empleada en este trabajo (conformada
por las plantas RIP10-82/P1/P3/P8/P5 y RIP10-82/P1/P3/P12/P13 denominadas como NIL precoz y NIL
tardia, respectivamente) se obtuvo tras un total de once generaciones de autofecundacion (siete hasta la
obtencion de la linea RIP10-82 y cuatro mas posteriores) y presenta flores de color blanco, semillas de

tipo kabuli, porte erecto y una sola vaina por pedunculo.

Tabla 2. Principales caracteristicas de las lineas JG62 e ILC72 (Carreras et al., 2016).

Vai
Linea  Origen Tipo Color de flor Porte Floracién a'ma Fusariosis Rabia
/pedinculo
. . . Resistente .
JG62 India Desi Rosa Semierecto Precoz Doble Susceptible
(raza 0)
ILC72 Cducaso Kabuli Blanca Erecto Tardia Simple Susceptible  Resistente

La pareja de NILs y las lineas parentales que sirven como control se sembraron en cdmara bajo
condiciones controladas de dia corto (8 h dia/16 h noche; 25 °C/22 °C), en las instalaciones del
Departamento de Genética de la UCO entre abril y julio de 2022. Las condiciones de dia se llevaron a
cabo mediante luz fluorescente artificial. Todas las lineas se sembraron en macetas de 10 cm x 10 cm x

12 cm que contenian perlita. Las NILs crecieron con una densidad de tres plantas por maceta (30 plantas
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por NIL en 20 macetas). Las plantas se regaron periddicamente y se les aportd solucidn nutritiva® en

dilucién 1:10 cada dos semanas a partir de un mes y medio desde su siembra.

Paralelamente, se sembraron en campo 15 plantas de cada NIL, en dos surcos independientes con una
separacién de 15 cm entre plantas, el 28 de marzo de 2022 en el IFAPA Centro Alameda del Obispo
(Cérdoba, Espaiia) (Figura 3). El 21 de junio se procedid a la recogida de las plantas de la NIL precoz,

mientras que el 30 de junio se procedid a la recogida de la NIL tardia.

Figura 3. Fotografia del 16 de mayo de 2022 de las plantas de la NIL tardia aln sin florecer (A) y de la NIL precoz
ya florecidas (B) sembradas en campo.

2 La composicién de la solucién nutritiva fue Ca(NOs)-4H,0 (11,86 g/L), KNO; (5,055 g/L), MgS0,-7H,0 (4,93 g/L),
KH,PO, (1,361 g/L), Fe (0,188 g/L) y una serie de micronutrientes: KCl (3,72 mg/L), H,BO; (15,4 mg/L),
MnSO,-4H,0 (3,38 mg/L), ZnSO,-H,0 (5,76 mg/L), CuSO,-H,0 (12,6 mg/L) y (Na,)Mo,0-4H,0 (4,6 mg/L).
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Figura 2. Esquema de obtencion de la pareja de NILs para la fecha de floraciéon desarrolladas a partir de la
heterocigosis residual en la linea 82 de la poblacion segregante RIP10 (RIP10-82) de C. arietinum. Las diferentes
plantas (P) empleadas a lo largo del desarrollo son numeradas y se representan con un simbolo segln su fenotipo;
las seleccionadas para la obtencién de las NILs presentan el contorno de color rojo.
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3.2. Caracterizacidon fenotipica.
Todas las plantas, tanto las sembradas en cdmara como las sembradas en campo, se fenotiparon para el
tiempo de floracién, calculado como el nimero de dias que existe entre la fecha de emergencia y la
fecha en la que se produjo la apertura del primer botén floral de la planta, en el momento que se
comienzan a observar los pétalos (Figura 4). El tiempo de floracidn representativo de cada linea y cada

condicidn se calculé cuando el 50 % de sus plantas estaban en flor.

Figura 4. Planta en el momento de la toma del dato de la fecha de floracion (JG62-1).

Por otro lado, las NILs sembradas en campo se fenotiparon para el nimero de vainas (diferenciando las
vainas que contienen dos semillas de las que contienen una Unica semilla), el nimero de semillas, el
peso de las semillas, el nimero de entrenudos, la altura de la planta, la longitud del entrenudo y el peso
de la planta seca. Todos los datos se obtuvieron una vez las plantas se habian recogido del campo. La
altura se midié en la planta seca desde el primer nudo hasta el nudo superior del tallo principal (Figura
5A). El valor de la longitud del entrenudo se calculé como el cociente entre la altura de la planta y el
numero de entrenudos. La ramificacién de las plantas también se caracterizd mediante el nimero de
ramas totales y el nimero de ramas que surgen en los tres primeros nudos (Figura 5B). Adicionalmente,
para seis plantas escogidas al azar de cada NIL, se obtuvo un indice de ramificacidon (B, por sus siglas en
inglés) que se calcula como la relacién entre la suma de la longitud de todas las ramas y la altura de la
planta, de tal forma que el valor obtenido estd normalizado para las diferencias de vigor entre plantas
permitiendo una mejor comparacién. Los datos de Bl se sometieron a una simulacion Monte Carlo en
RStudio (v. 4.2.0) que, mediante la ley de niumeros grandes, permite realizar una mejor estimacién del
indice para toda la linea. La significacion estadistica de los distintos parametros cuantificados se probd

mediante un test - t (P < 0,05) en STATGRAPHICS Centurion 18 (v. 18.1.14).
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Figura 5. (A) Ejemplo de medicién de la altura de la planta desde el primer nudo hasta el dltimo nudo, en este caso,
en una planta de la NIL precoz. (B) Posiciéon de los tres primeros nudos y ramificaciones que surgen de ellos
sefialados con una flecha en una planta de la NIL tardia.

3.3. Secuenciacidon de las NILs, caracterizacion a nivel de secuencia y seleccion de genes candidatos
para la fecha de floracion.
La pareja de NILs se secuencié utilizando un secuenciador lllumina HiSeq2000 y una cobertura 50x en el
Centro Nacional de Analisis Gendmico (CNAG-CRG, Barcelona), identificando las variaciones detectadas
con respecto al genoma de referencia (CDC Frontier, secuencia de referencia ASM33114v1, NCBI) que
estuvieran desigualmente representadas en cada linea. Los datos obtenidos permitieron conocer el
numero total de variaciones que presentan, su tipologia (SNPs o INDELs), el impacto tedrico de estas
mutaciones en las funciones de los genes mediante snpEff v.4.x (https://pcingola.github.io/SnpEff/; Tabla
3) y su distribucion cromosdmica. Asimismo, se comprobd si la distribucidn de las variaciones en el
genoma es proporcional al tamafio de los cromosomas mediante una prueba y* (P < 0,05) en RStudio (v.

4.2.0).

La secuenciacion permitié calcular el grado de similitud entre ambas NILs y el grado de heterocigosis de
cada una de ellas. Ambos parametros son importantes para la caracterizaciéon de las NiLs desarrolladas
ya que, por un lado, deben ser lo suficientemente similares como para minimizar el ruido de fondo
génico y, por otro lado, es preferible que presenten la mayor parte de sus posiciones en homocigosis

para facilitar el estudio. El grado de similitud (%) se calculé como la diferencia entre el nimero de
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posiciones secuenciadas y el nimero de variaciones distintamente representadas que se detectaron
(equivalente al nimero de posiciones distintas entre NILs) en relacién con el nimero de posiciones
secuenciadas. Por su parte, el grado de heterocigosis de cada NIL (%) se calculé como la relacién entre el
numero de posiciones en heterocigosis detectadas en cada una de ellas y el nUmero de posiciones
totales secuenciadas. Este ultimo pardmetro se compard con el valor de heterocigosis esperado
tedricamente tras las once generaciones de autofecundacién a las que fueron sometidas hasta su
obtencidn. La heterocigosis esperada (%) puede ser calculada de forma sencilla a partir de la expresién
[(%)™ x 100], siendo n el nimero de generaciones, que se deduce de la Genética Mendeliana para

generaciones de autofecundacion.

Tabla 3. Clasificacion por impacto tedrico de distintos efectos producidos por mutaciones en los genes, ordenados
de mas a menos deletéreos.

Impacto tedrico | Efecto Impacto tedrico | Efecto
L , L. Insercion dentro de un codén, sin provocar
Alto Variacion niumero cromosdémico | Moderado .
cambios en el marco de lectura
Alto Pérdida de exdn Moderado Insercidn entre codones sin modificarlos
. Delecién de parte de un codén, sin
Alto Cambio marco de lectura Moderado P .
provocar cambios en el marco de lectura
. . L Delecion de codones completos sin
Alto Ganancia codén terminacién Moderado - P
modificar los restantes
Alto Pérdida coddn terminacion Moderado Truncamiento 5’-UTR
Alto Pérdida coddn inicio Moderado Truncamiento 3’-UTR
Alto Variacion aceptor splicing Moderado Variacion de la region de splicing
Alto Variacion donador splicing Bajo Variacion de codén parada
Alto Variacion de aminoacido raro Bajo Variacion de coddn iniciador
Moderado Variante sin sentido Bajo Variante sindnima

A partir de las variaciones detectadas mediante la secuenciacion de la pareja de NILs, se procedid a la
seleccion de genes candidatos para la fecha de floracién siguiendo una serie de criterios. En primer lugar,
se descartaron las variaciones que no se pudieron asignar a un cromosoma y, a continuacién, se
seleccionaron aquellas que producen un alto impacto tedrico en la funcidon génica segun snpEff v.4.x.
Estos SNPs e INDELs se ordenaron por posicion cromosdmica, identificando en qué gen se encuentrany
anotando la funcién génica de este segun la informaciéon disponible en NCBI. Una vez listados los genes,
se seleccionaron como posibles candidatos aquellos que poseen variaciones en homocigosis,

descartando los anotados como pseudogenes.
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3.4. Diseno de cebadores para genes candidatos y genes relacionados con la fecha de floracion.
Se disefiaron secuencias de cebadores para amplificar nueve loci con el objetivo de realizar un analisis de
expresion mediante gPCR en futuros estudios (Tabla 4). Por un lado, fueron disefiados para tres genes
seleccionados siguiendo los criterios planteados en el apartado 3.3. del presente trabajo y, por otro lado,
para seis loci implicados en la via de sefializacidn del fotoperiodo y ritmos circadianos del proceso de
floracidon que no presentaron variaciones en las NILs.

Tabla 4. \dentificadores, posicion cromosdmica, localizacion en la cadena sentido (+) o antisentido (-) vy

anotacion segun NCBI de los genes para los que se disefiaron secuencias de cebadores en este trabajo. Los tres
primeros loci se listaron siguiendo el flujo de seleccion de genes candidatos para la fecha de floracion. Los seis

ultimos loci se seleccionaron por estar implicados en el proceso de floracion.

ID C. arietinum NCBI Posicion cromosémica Cadena Anotacion
LOC101501328 Ca2:5512563-5520616 + Proteina similar a extensina
ELF3A Ca5:36 011 384 -36 016 600 - Proteina EARLY FLOWERING 3a
LOC101504314 Ca7:9 129 670 - 9 132 295 - Regulador de respuesta de dos
componentes tipo ARR5
FT-B (LOC101505276) Ca2:776 634 —-779 566 + Proteina FLOWERING LOCUS T
FT-A1 (LOC101497376) Ca3: 26393 772 — 26 400 669 + Proteina FLOWERING LOCUS T
G/ (LOC101511540) Ca4:11270955-11 280 389 + Proteina GIGANTEA
CAELF3 (LOC101488316) | Cad:45 323 713 —45328 974 - Proteina EARLY FLOWERING 3b
LOC101498412 Ca5:28 013 082 — 28 014 004 + Proteina EARLY FLOWERING 4
LUX (LOC101515043) Cab: 54 242 622 — 54 245 220 - Probable factor de transcripciéon LUX
Todos los cebadores se disefiaron mediante el software Geneious Prime 2022.2.1

(https://www.geneious.com). Los criterios empleados en su disefio fueron: temperatura de melting o
fusion (Tm) de 60 £ 2 °C, tamarfio del amplicon de PCR de 90 — 110 pb y tamafio de cebadores de 17 — 23
nucledtidos con un contenido GC 40 — 60 %. Se comprobd para cada pareja de cebadores la posibilidad
de formacion de horquillas (hairpins) y dimeros en el propio software, asi como su especificidad
empleando la herramienta BLAST de NCBI (Altschul et al., 1990). Ademas, también se tuvo en cuenta que
los cebadores no hubieran sido disefiados en la zona del gen en la que se encuentran las variaciones
detectadas, ya que podrian afectar a la unidn con la secuencia diana. Por otro lado, se comprobé la
formacion de estructuras secundarias en los amplicones mediante el software MFOLD v.3.4 (Zuker, 2003)
utilizando los parametros predeterminados con una temperatura de anillamiento de 60 °C, asi como una
concentracién de sales de 50 mM Na*y 3 mM Mg?, para el célculo de la energia libre de Gibss (AG) y la
Tm tedrica. La AG es calculada mediante el Método del Vecino mds Proximo que supone que la

estabilidad de un par de bases dado depende también de los pares de bases vecinos (Santalucia, 1998).
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Cuanto mas negativa sea la AG, mas favorable serd la formacidn de la estructura secundaria y, cuanto
mas estable, mayor serd su Tm. Si la AG es positiva se considera que la estructura no se llegara a formar
en las condiciones de PCR. En caso contrario, si los cebadores no anillan en la zona en la que se forma la
estructura secundaria, se considera que no afecta significativamente a la eficiencia de la amplificacién.
De esta forma, se seleccionaron aquellas parejas de cebadores que cumplieron con todos los criterios
establecidos y que minimizan la posibilidad de formacién de estructuras secundarias (en el amplicén o
en la pareja de cebadores) en las condiciones de anillamiento de gPCR, ya sea porque no se hubiera

predicho ninguna o porque las estructuras predichas presentan una Tm baja (mucho menor de 60 °C).

3.5. Recogida de tejido vegetal para extraccion de ARN y analisis de expresién.
El material vegetal seleccionado para una posterior extraccién de ARN consistié en dos pool diarios e
independientes de tejido de hojas jévenes, uno representativo de cada NIL sembrada en cdmara (Figura
6). La recogida de muestras se inici6 a partir de las ocho semanas tras la emergencia y se prolongé
durante cuatro semanas, momento en el que estuvieron en flor un tercio de las plantas de la NIL precoz.
En todos los casos, las hojas se recogieron a las 6 h de fotoperiodo. Una vez obtenido el tejido, este fue
congelado de forma inmediata en nitrédgeno liquido y almacenado a — 80 °C. El tejido vegetal sera
empleado para la extraccion de ARN y el posterior analisis de expresion mediante qPCR de los genes
candidatos para la fecha de floracién y de los otros genes seleccionados que participan en la cascada de
sefializacién. La comparacion de los diferentes perfiles temporales de transcripcidon entre ambas NiLs
permitird caracterizar el efecto que provocan las distintas variaciones presentes y disefiar marcadores

para el caracter fecha de floracién a partir de las secuencias de los genes expresados diferencialmente.

Figura 6. (A) Plantas sembradas en macetas con perlita en camara. En el centro se encuentran las plantas
correspondientes a las lineas parentales JG62 e ILC72. A ambos lados se encuentran las NILs precoces y
tardias colocadas de forma aleatorizada. (B) Imagen de un pool de tejido de hojas jévenes recogido, en
este caso, de plantas de la NIL precoz en camara.
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4,

RESULTADOS.

4.1. Caracterizacion fenotipica de las NILs.

El tiempo de floracion para las diferentes lineas de C. arietinum y condiciones estudiadas se representa
en la Figura 7. Las plantas de la NIL tardia y de la linea parental tardia ILC72 no han llegado a florecer en
las condiciones de la cdmara al final del experimento (dia 22/07/2022) y, por ello, se les ha asignado un
tiempo de floracidn arbitrario de 200 dias. La linea parental precoz JG62 y la NIL precoz si han florecido
en camara con un tiempo de 68,8 + 6,2 dias y 82,1 + 9,6 dias, respectivamente. En campo, donde se dan
unas condiciones mas favorables para la especie que las que se establecieron en cdmara (e. g. mas
espacio para crecer y dias mas largos de @213 h frente 8 h de condicién de dia en cdmara), la NIL tardia
ha presentado un tiempo de floracidn de 57,4 £ 1,0 dias frente a los 43,0 £ 1,3 dias registrados para la
NIL precoz, una diferencia de dos semanas entre ellas. La NIL precoz, que ha florecido en las dos
condiciones, ha presentado un desfase de @239 dias en el tiempo de floracion en la cdmara con respecto

al campo.
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Figura 7. Tiempo de floracién representativo de cada linea en las distintas condiciones donde se
sembraron. Los numeros sobre las barras representan el rango. El asterisco (*) sobre los datos en
camara para la NIL tardia e ILC72 indica que esas plantas no florecieron en el final del experimento
(dia 22/07/2022) y les fue asignado un tiempo de 200 dias.

Los datos obtenidos para las diferentes caracteristicas fenotipicas estudiadas en las plantas de la NIL
precoz y la NIL tardia sembradas en campo se recogen en la Tabla 5. Las plantas correspondientes a la
NIL tardia han presentado un mayor porte que la NIL precoz: mayor altura, peso seco, nimero total de

ramas y, ademas, mayor numero de ramas en los primeros nudos. Cabe destacar que su mayor altura no
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se debe a un incremento de la longitud del entrenudo, sino a un aumento de la cantidad de estos. De
hecho, la longitud del entrenudo en la NIL tardia es, de media, menor que en la NIL precoz (Figura 8). En
cuanto a la produccién de fruto, la NIL tardia genera mayor niumero de vainas y semillas, aunque el peso
de cada semilla es menor que en la NIL precoz. No se observan diferencias significativas en el porcentaje

de vainas con dos semillas.

Tabla 5. Media y desviacion estandar de los caracteres fenotipicos cuantificados en las plantas de la NIL precoz y
de la NIL tardia sembradas en campo en 2022. El asterisco (*) indica diferencia estadisticamente significativa
entre NIL precoz y NIL tardia mediante test - t (P < 0,05); ns, no significativa.

% vainas con

Numero vainas dos semillas Numero semillas  Peso por semilla (g) Peso seco planta (g)
NIL Precoz 18,1+9,3 18,5+10,1 22,0+11,8 0,301 £0,035 3,8+1,9
NIL Tardia 28,5+7,3 11,8+7,3 31,9+8,8 0,255 + 0,015 9,1+2,6
Probabilidad
rt()teastl-lﬂa < 0,005 * 0,068 ns 0,024 * < 0,005 * < 0,005 *
Altura planta Numero Longitud entrenudo Numero totalde  Numero de ramas en
(cm) entrenudos (cm) ramas tres primeros nudos
NIL Precoz 52,516,1 22,3+2,6 24+0,1 39+2,3 0,7+0,6
NIL Tardia 66,6 £ 3,8 309+2,4 2,2+0,1 21,516,6 2,6+1,0
Probabilidad
(test - 1) < 0,005 * < 0,005 * < 0,005 * < 0,005 * < 0,005 *

El indice de ramificacién (BI) se ha calculado para seis plantas de cada NIL escogidas al azar y los datos
obtenidos fueron empleados en la simulacién Monte Carlo para una mejor estimacion (Figura 9A). La
media calculada con las seis plantas es Bl = 1,2 + 0,7 en el caso de la NIL precozy Bl =6,0 £ 1,7 en la NIL
tardia, valores medios que se corresponden con los obtenidos mediante la simulacién Monte Carlo
debido a la baja variabilidad que presenta el Bl. El resultado claramente indica que existe una gran
diferencia en el grado de ramificacion de las plantas dependiendo de a qué linea pertenezcan,
observandose ya en los primeros nudos de la planta (Figura 9B). Este hecho parece indicar que una
mayor ramificacion en la NIL tardia no depende simplemente de que disponga de mas tiempo para
crecer antes de la floracidn, ya que entonces tendrian un Bl mas préoximo (en su calculo se tiene en
cuenta la altura de la planta) y, ademas, no existiria una diferencia tan clara en el nimero de ramas

surgidas en los tres primeros nudos.

25



entrenudo
H

|
‘ entrenudo

[

NIL precoz NIL tardia
Longitud entrenudo = 2,4+ 0,1cm  Longitud entrenudo=2,2+0,1cm

Figura 8. Imagen en la que se sefialan los entrenudos en una planta de la NIL
precoz (izquierda) y en una planta de la NIL tardia (derecha) donde se pueden
apreciar las diferencias en la longitud del entrenudo.
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Figura 9. (A) indice de ramificacién estimado mediante 5000 simulaciones Monte Carlo introduciendo los
datos de seis plantas de cada NIL. (B) Fotografia de plantas de la NIL precoz (izquierda) y NIL tardia
(derecha) en la que se observan las diferencias en el grado de ramificacién. En este caso, la planta de la
NIL precoz presenta, ademas del tallo principal, una tnica rama en los primeros tres nudos, mientras que
la planta de la NIL tardia presenta cinco.
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4.2. Caracterizacién a nivel de secuencia de las NiLs.
La secuenciacion de la pareja de NiLs ha permitido detectar un total de 107 227 variaciones de las cuales
92 383 se corresponden con SNPs y 14 844 con INDELs, siendo 44 de ellas variantes multialélicas.
Atendiendo al impacto tedrico que presentan estas variaciones, han sido registradas 1956 de impacto
moderado (1,82 %) y 247 de alto impacto (0,23 %). Del total de variantes, 65 262 (60,8 %) se han podido
asignar a un cromosoma, observandose una distribucion que no es proporcional al tamafio de estos (P =
2,2-10). Destaca la gran cantidad de variaciones que se han encontrado en el cromosoma 1, a pesar de
ser el cuarto cromosoma de mayor tamafo tras los cromosomas 6, 4 y 7 (Figura 10A). Por su parte, de
las 247 variantes con alto impacto tedrico, 235 (95,1 %) han podido ser asignadas a cromosomas,
mostrando una distribucion que tampoco es proporcional al tamafio de estos (Figura 10B; P = 1,75 10™)

similar a la observada con la totalidad de variaciones.

Las 107 227 variaciones detectadas se corresponden con las posiciones del genoma que son diferentes
entre las NILs. Por tanto, teniendo en cuenta el nimero de posiciones totales secuenciadas, la pareja de
NILs presenta un grado de similaridad del 99,98 %. Por otro lado, los datos de secuenciacién han
permitido obtener datos sobre la heterocigosis residual que presentan las NILs. Se han detectado 209
276 posiciones heterocigotas en la NIL tardia y 200 084 en la NIL precoz, lo que se corresponde con una
heterocigosis observada de 0,037 % y 0,035 %, respectivamente. Ambas lineas han sido sometidas hasta
su obtencion a once generaciones de autofecundacion (Apdo. 3.1., Figura 2), de modo que la
heterocigosis residual esperada es 0,098 %. Los valores observados menores que los esperados son
razonables debido a que la poblacién segregante a partir de la que se han obtenido estas lineas pudo ser
sometida a procesos de refresco previos para mantener la viabilidad de las semillas, es decir, pudo ser
sometida a generaciones de autofecundacion adicionales con el objetivo de mantener un ndmero de

semillas viables adecuado anteriormente al propio proceso de obtencién de las NILs.
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Figura 10. (A) Distribucién en el genoma de las 65 262 variantes asignadas a un cromosoma. (B)

Distribucién en el genoma de las 235 variantes de alto impacto tedrico asignadas a un cromosoma.

La distribucidn no es proporcional al tamafio de cada cromosoma en ninguno de los dos casos.

4.2.1. Genes candidatos para la fecha de floracion en la pareja de NiLs.

El flujo de seleccion seguido en el presente trabajo ha permitido listar 23 genes como potenciales
candidatos para la fecha de floracidn en las NILs (Figura 11). En la Tabla 6 se recoge la posicidén y la
anotacion de cada uno de estos loci segin la informacidn disponible en NCBI. Entre ellos se han
detectado cinco que no estdn caracterizados y un total de ocho genes relacionados con funciones de
resistencia (seis de los cuales codifican para una probable proteina de resistencia At3g1446). Asimismo,
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se ha encontrado un locus que esta estrechamente relacionado con el proceso de floracion: el gen ELF3A
(Ca5: 36 011 384 — 36 016 600), uno de los dos homdlogos presentes en leguminosas del gen ELF3 de A.
thaliana (Weller & Macknight, 2019). Ademas, se han detectado otros dos genes que podrian tener
influencia sobre el desarrollo de la planta: LOC101501328 (Ca2:5 512 563 — 5 520 616) que codifica para
una proteina similar a extensina (Otte & Barz, 2000; Sadava & Chrispeels, 1973) y LOC101504314 (Ca7: 9
129 670 — 9 132 295) que codifica para un regulador de respuesta de dos componentes tipo ARR5
implicado en la sefializacién por la fitohormona citoquinina (To et al., 2007). Por tanto, puede resultar de
interés estudiar en mayor profundidad estos tres genes. Adicionalmente, se ha comprobado que entre
los demas genes que solo presentaban variaciones de alto impacto en heterocigosis no se encontraba

ninguno que tuviese una anotacién relacionada estrechamente con la floracion.

107 227 variaciones detectadas

Asignacion cromosdmica

65 262 variaciones asignadas a un cromaosoma

Seleccion segun su impacto tedrico

235 variaciones de alto impacto tedrico
asignadas a un cromosoma

Anotacion de los genas
afectados por las variaciones

173 genes en los que se sitlan las variaciones
de alto impacto

Genes con variaciones en homocigosis

29 genes con SNPs o INDELs en homocigosis

Se descartan aquellos genes
anotados como pseudogenes

23 genes candidatos para la fecha de floracidn

Figura 11. Diagrama de flujo resumen con los criterios de seleccidon realizados hasta determinar los
23 genes candidatos para la fecha de floracion.
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Tabla 6. |dentificadores, posicién cromosdmica, localizacidn en la cadena sentido (+) o antisentido (-) y anotacidn segin
NCBI de los 23 genes candidatos para la fecha de floracién en la pareja de NiLs de C. arietinum estudiada.

ID C. arietinum NCBI Posicion cromosémica Cadena Anotacién
LOC101496129 Cal:1856558—-1862113 - Probable fosfatasa PAP-especifica, mitocondrial
LOC101500879 Cal:1971782-1977 352 + Factor de splicing pre-mRNA SYF1
LOC101504943 Cal: 2040792 -2 054992 + Probable proteina de resistencia a enfermedades At3g14460
LOC101510509 Cal: 2059 205 -2 060 842 - No caracterizado
LOC101505696 Cal:2071303-2075501 + Probable proteina de resistencia a enfermedades At3g14460
LOC101511464 Cal:2214862-2218631 + Proteina tipo At4g04980 no caracterizada
LOC101489772 Cal:2320458-2323974 + Probable antocianidina reductasa
LOC101511156 Cal: 2462 666 — 2 463 586 + Factor de transcripcidn similar a bHLH162
LOC101511364 Cal:2754115-2759 051 - Probable proteina de resistencia a enfermedades At3g14460
LOC101513197 Cal: 2 806 641 -2 809 915 + Probable proteina de resistencia a enfermedades At3g14460
LOC113783936 Cal: 2 855 433 — 2 859 651 _ Probable proteina de resistencia a enfermedades tipo
RPP-13 1
LOC101512754 Cal: 2877 886 —2 886 457 + Probable proteina de resistencia a enfermedades At3g14460
LOC101515361 Cal: 2868 030-2873972 + No caracterizado
LOC101512754 Cal: 2 877 886 —2 886 457 + Probable proteina de resistencia a enfermedades At3g14460
LOC101490960 Cal: 2947 892 — 2 948 832 . Activador tran'scr'ipcional de g’enes rel'acionados con
reconocimiento de patégenos tipo PTI5
L0C101497222 Cal: 4736494 -4739521 - Proteina F-box/kelch-repeat tipo At3g23880
LOC101489333 Cal: 8133 017-8136063 - No caracterizado
LOC101501328 Ca2:5512 563 -5520616 + Proteina similar a extensina
LOC101488866 Cad: 19 666 061 — 19 669 022 N Proteina que contiene repeticion pentatricopéptido
At3g09650, cloroplastos
LOC101488756 Ca4:47 913 808 — 47 915 551 - No caracterizado
ELF3A (LOC101489432) Ca5:36 011 384 —36 016 600 - Proteina EARLY FLOWERING 3a
LOC101491386 Cab: 57 974 389 — 57 978 456 + Probable 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa 5
LOC101504314 Ca7:9129670-9 132295 - Regulador de respuesta de dos componentes tipo ARRS
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Las variaciones en homocigosis que afectan a los 23 genes se muestran en la Tabla A1 (ANEXO) donde se
indica el cromosoma, gen y posicion en el que se sitlan, asi como los alelos detectados en las NILs
(indicando el alelo de referencia vy, por otro lado, los alelos alternativos que se corresponden con SNPs o
INDELs), el impacto que provoca la variacidn a nivel gen y el genotipo de cada NIL. Cabe destacar la
existencia de genes que presentan mas de una variacién de alto impacto en homocigosis. El gen ELF3A
(Ca5: 36 011 384 — 36 016 600) presenta una delecidn de 11 pb en el primer exdn en la NIL precoz que se
espera que provoque una modificacion de la pauta de lectura y la aparicién de un coddn de terminacion
de forma prematura, de tal forma que la proteina codificada se vea reducida a 13 aa (Figura 12A). En
cuanto al gen LOC101501328 (Ca2: 5 512 563 — 5 520 616), codificante para una proteina similar a
extensina, presenta una delecidn de 4 pb en la NIL precoz que originaria un cambio en el marco de
lectura vy, al igual que en el caso anterior, la aparicion de un coddn de terminacién prematuramente,
reduciendo el tamafio de la proteina codificada a 25 aa (Figura 12B). En el caso de estos dos genes, la NIL
tardia presenta los alelos de referencia, es decir, ausencia de variaciones. Por otro lado, el gen
LOC101504314 (Ca7: 9 129 670 — 9 132 295) presenta en ambas NILs una insercion en el cuarto exon,
aunque de tamanio diferente (25 pb en la NIL tardia y de 19 pb en la NIL precoz), que presumiblemente
provoca una modificacion de la pauta de lectura con respecto a CDC Frontier (Figura 12C). Sin embargo,
en este caso, las inserciones encontradas son muy similares entre ellas ya que comparten las 19 pb
detectadas en la NIL precoz. Ademas, se predice que las 6 pb adicionales en la NIL tardia no provocan un
cambio en el marco de lectura con respecto a la NIL precoz, sino que Unicamente introducen dos
aminodcidos nuevos, compartiendo todos los demds. Por ello, es probable que las diferencias
funcionales entre las proteinas codificadas por el gen LOC101504314 en ambas NILs sea muy reducido,
ya gue su estructura primaria es practicamente idéntica, aunque las diferencias con respecto al genotipo
de referencia son notables: un tamano predicho de 339 aa y 333 aa en la NIL tardia y NIL precoz,

respectivamente, frente un tamafio de 648 aa en CDC Frontier.

A
ELF3A (Ca5:36 011 384 — 36 016 600)
XM_004501425.2 500 pb
Delecién de 11 pb
- )
NIL tardia ATG AAG AGA GGG AAA GAT GAT GAG AAG ATG ATG ATG GGT CCACTTTTT CCT AGA CTACAT GTT ... (2100 pb)
Met Lys Arg Gly Lys Asp Asp Glu Lys Met Met Met Gly Pro Leu Phe Pro Arg Leu His Val .. (699 aa)
NILprecoz ATG AAG AGA GGG AAA GAT GAT GAT GGG TCCACT TTTTCC TAG (42 pb)

Met Lys Arg Gly Lys Asp Asp Asp Gly Ser Thr Phe Ser * (13 aa)
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B
LOC101501328 (Ca2: 5512 563 =5 520 616)

XM_027331838.1 500 pb
Delecién de 4 pb
O3 {
NIL tardia ATG GCT CGA ACC AAA CAG TCA GCG CGC AAA AAT GCC TCT CCC TGT ACA CCA CCCTCT TCATCT TCT TCATAC GAA ... (1602 pb)

Met Ala Arg Thr Lys GIn Ser Ala Arg Lys Asn Ala Ser Pro Cys Thr Pro Pro Ser Ser Ser Ser Ser Tyr Glu (353 aa)

NIL precoz ATG GCT CGA ACC AAA CAG TCA GCG CGC AAA AAT GCC TCT CCC TGT ACA CCA CTT CAT CTT CTT CAT ACG AAT CCATAG (78 pb)
Met Ala Arg Thr Lys GIn Ser Ala Arg Lys Asn Ala Ser Pro Cys Thr Pro Leu His Leu Leu His Thr Asn Pro * (25 aa)

C

LOC101504314 (Ca7:9 129 670 —9 132 295)

XM_004508759.3
200 pb

Insercion

S G )

'
... ATG ACA GGA TAT GAC TTA CTC AAG AAA ATC AAG TCT GAT TTT AGG GAG ATT CCA GTG GTG ATC ... (648 pb)
Met Thr Gly Tyr Asp Leu Leu Lys Lys Ile Lys Ser Asp Phe Arg Glu lle Pro Val Val lle .. (216 aa)

CDC Frontier

) ... ATG ACA GGA TAT GAC TTA CTC AAG AAA ATCAAG TTT GTG TTA ATT TCA GCA GGA GTC TTC TGA (339 pb)
NIL tardia

..Met Thr Gly Tyr Asp Leu Leu Lys Lys lle Lys Phe Val Leu lle Ser Ala Gly Val Phe * (112 aa)

NIL ... ATG ACA GGA TAT GAC TTA CTC AAG AAA ATC AAG TTA ATT TCA GCA GGA GTC TTC TGA (333 pb)
recoz

P .Met Thr Gly Tyr Asp Leu Leu Lys Lys lle Lys Leu lle Ser Ala Gly Val Phe * (110 aa)

Figura 12. Diagramas que muestran la localizacién de diferentes variaciones mediante una linea roja en el ARNm de los
tres genes que son objeto de interés para un estudio de expresion posterior. Los exones se muestran como cajas con la
secuencia codificante en gris y las regiones que no se traducen en blanco. Se indican los nucledtidos y los aminoacidos
para los que codifican que se corresponden con la parte de la secuencia flanqueante al lugar donde se produce la
variacién. El codén de terminacidn se sefiala con un asterisco (*). Se indica la longitud de la secuencia codificante y la
proteina de las diferentes variantes detectadas en cada NIL. (A) Representacion del ARNm del gen ELF3A en el que se
sefiala la posicién de la delecidn de 11 pb (en rojo) en el primer exdn en la NIL precoz. (B) Representacién del ARNm
del gen LOC101501328 en el que se seinala la posicién de la delecién de 4 pb (en rojo) en el primer exdon en la NIL
precoz. (C) Representacién del ARNm del gen LOC101504314 en el que se sefala la posicién de las inserciones que
afectan a la NIL tardia (25 pb) y la NIL precoz (19 pb) con una flecha roja en la secuencia de referencia CDC Frontier. En
rojo se sefialan los nucledtidos que comparten las inserciones que afectan a ambas NILs y en naranja los seis
nucledtidos exclusivos de la insercidn en la NIL tardia.

4.3. Secuencia de los cebadores disefiados para los genes candidatos y otros genes relacionados con la
fecha de floracion.

En la Tabla 7 se recogen las secuencias de los cebadores que se han disenado, por un lado, para

amplificar los tres genes listados en la pareja de NILs que resultan de interés para un posterior estudio de

expresion y, por otro lado, para amplificar seis loci implicados en la via de sefalizacién del fotoperiodo y

ritmos circadianos de la floracidn. Existen cuatro casos en los que se ha predicho que las secuencias de

cebadores disefiadas pueden originar estructuras secundarias diméricas (entre cebadores o un cebador
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consigo mismo), pero estas presentan una Tm tan baja que no se llegaran a formar a la temperatura de

anillamiento de la gPCR (60 °C).

Tabla 7. |dentificadores de los genes de C. arietinum y secuencias de los cebadores disefiados para qPCR. Se recoge
informacidn acerca de la Tm de estructuras secundarias formadas por parte del cebador (horquillas y dimeros) en caso de
que puedan existir y el tamafio del amplicon de PCR.

ID C. arietinum Secuencia de la parejade | Tm horquillas| Tm dimero consigo | Tm dimero entre Tamaio
NCBI cebadores (5’-3’) (°C) mismo (°C) cebadores (°C) amplicon (pb)

F-TGCCCCCAAACAAAACCTAAAA - -
LOC101501328 - 107
R—-ATGATGTGGAAGGAGAAGATGAC - -

F-TGGAGCAACGTCACATGTCA - -
ELF3A as %0
(LOC101485432) | R_TGTGCCATTTCGCTAGGACT - - '
F-TGAAGCCAGTCAAGTTGTCA - 3,0
LOC101504314 - 109
R-TCATCTGTTGATCGCCTTCT - -
F~GTGACCAACATTCCAGCGAC - -
FT-8 B o6
(LOC101505276) | p_pACCACACGATGAATCCCTGA - -
A F-TTGCCAATCAACCCAGAGC - - ) .
(LOCI01497376) | ¢ T7GGGCTAGGTGAATCAGGA - -
F-ACATGTCCGCACTCTGAGC - 4,2
o - 107
(LOC101511540) | p_AAGAGGGGTTGTGGTTGCC - -
CAELF3b F~GCAGGAATCTAATGACAGCGA - - ) o
(LOC101488316)

R-GTCGAATGAGAGCAGCTTCTT - -

F-TGGGCGACACTGAACAAG - -
L0C101498412 - 90
R-TTGTTGATTCTCGTTCACCTG - -

LUX F-CTGCTGCTTCTTCTTATCGGT - 0,2

(LOC101515043)

R-GAGATGAGGGTGAGAGTGAGA - -

En todos los casos se ha procedido a la comprobacién de la formacién de estructuras secundarias en los
amplicones resultantes mediante el cdlculo de la energia libre de Gibbs (AG) y la Tm teéricas (Figura 13).
Consecuentemente, se ha podido verificar que las estructuras secundarias de los amplicones no se llegan
a formar en la mayoria de los casos (AG > 0) y, en el Unico caso en el que si se podria formar
(LOC101498412, AG = - 0,42 °C) se ha comprobado que esta no se encuentra en la zona de unidn de los

cebadores. Por tanto, la eficiencia de la amplificacidon no estard comprometida por este factor.
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Figura 13. Representacion grafica de las estructuras secundarias esperadas en los amplicones de este trabajo. Se sefialan
la estabilidad termodinamica (AG) y la Tm (°C) de las estructuras. Los cebadores se indican con flechas negras. Si AG >0 o
los cebadores no se unen en la zona de formacion de la estructura secundaria, esta no deberia influir en la eficiencia de
amplificacidn.
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5. DISCUSION.

En el presente trabajo se ha caracterizado una pareja de NILs de C. arietinum desarrollada para la fecha
de floracion con el objetivo de identificar marcadores o genes implicados en este complejo proceso. El
fenotipado de ambas NILs ha permitido reconocer la existencia de diferencias significativas en la mayoria
de los caracteres morfoldgicos estudiados, ademads de en la propia fecha de floracién. Por tanto, las
divergencias genéticas existentes entre ambas NILs parecen tener implicaciones fenotipicas mas alla del
inicio del control de la floraciéon. Mediante la informacion obtenida a partir de la secuenciacién de la NIL
tardia y de la NIL precoz se ha comprobado que comparten un 99,98 % de las posiciones del genoma,
diferenciandose solo en una pequefia parte, tal y como se espera de una pareja de NILs (Yan et al., 2017).
Por ejemplo, Basu et al. (2019) emplearon una serie de SNP distribuidos por todo el genoma para
comprobar que las NILs que ellos seleccionaron presentaban el mismo alelo en el 99 % de los casos. La
secuenciacién también ha permitido calcular una heterocigosis residual de 0,037 % y de 0,035 % en la
NIL tardia y en la NIL precoz, respectivamente, valores mas bajos que el 0,098 % esperado. En
consecuencia, tanto el grado de similaridad como el de heterocigosis apuntan a que las NiLs

desarrolladas son un material apropiado para llevar a cabo el estudio.

Por otro lado, la secuenciacion de las NILs ha permitido detectar 65 262 variaciones que pudieron ser
asignadas a un cromosoma (un 60,8 % del total), de las cuales 235 han presentado un alto impacto
tedrico. En ninguno de los dos casos se ha visto una distribucién proporcional al tamafio de los
cromosomas. El posicionamiento en el genoma de las 235 variaciones de alto impacto tedrico y la
identificacién de aquellas que aparecen en homocigosis ha permitido la asociacién de 23 genes con la
fecha de floracidn. Entre ellos se ha encontrado un gen que esta estrechamente relacionado con el
proceso de floracion: el locus ELF3A (Ca5: 36 011 384 — 36 016 600), uno de los dos homdlogos
presentes en leguminosas del gen ELF3 de A. thaliana (Weller & Macknight, 2019) que esta implicado en
el denominado Evening Complex de la via de sefalizacion del fotoperiodo y ritmos circadianos de la
floracién (Shim et al., 2017; Zhao et al., 2021). En el presente estudio se ha detectado una delecién de 11
pb en el primer exén de ELF3A en la NIL precoz que, tedricamente, provoca una modificacién de la pauta
de lectura y la aparicién de un coddn de terminacion prematuro que reduce el tamaio de la proteina
codificada de 699 aa hasta 13 aa (Figura 12.A). Esta misma delecion fue identificada por Ridge et al.
(2017) en la linea ICCV96029, autores que confirmaron que confiere floracion temprana en C. arietinum,
pero Unicamente en homocigosis, apuntando que se trata de un alelo recesivo. Esto concuerda con el
hecho de que el fenotipo floracion tardia fue el dominante en el proceso de desarrollo de la pareja de

NILs empleada en este trabajo. Por lo tanto, el alelo correspondiente con la delecion de 11 pb en ELF3Ay
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que esta asociado a la floracién precoz parece ser recesivo. Por otra parte, Ridge et al. (2017) realizaron
un analisis de 236 lineas del germoplasma de garbanzo, encontrando 13 lineas que portan la mutacion
de 11 pb. La linea parental precoz JG62 (empleada en el desarrollo de las NILs en el presente trabajo) no
fue analizada por ellos, pero si la linea parental tardia ILC72 confirmando que no presenta la delecién.
Por consiguiente, la linea JG62 debe ser la portadora del alelo recesivo asociado a floracidn precoz en la

pareja de NILs.

Actualmente no se tiene constancia de que se hayan descrito efectos pleiotrépicos del gen ELF3A en C.
arietinum. Sin embargo, si se describieron en otras leguminosas del clado galegoide como el guisante o
la lenteja. Weller et al. (2012) detectaron que una mutacidn en el gen homdlogo a ELF3A en guisante
provoca, ademas de floracién precoz, una menor ramificacidon. En lenteja, Rajandran (2016) observo
efectos similares, asociando la mutacidon del gen homdlogo a ELF3A a una floracién precoz, menor
ramificacion y entrenudos de mayor longitud. En ambos casos, el alelo correspondiente con la mutacidn
es recesivo. Asimismo, hace afios que se propuso que el Evening Complex esta relacionado también con
el crecimiento del hipocotilo en A. thaliana, vinculandolo a los ritmos circadianos (Nusinow et al., 2011).
En consecuencia, las diferencias significativas observadas en el presente trabajo en otros caracteres
fenotipicos distintos a la fecha de floracion en la pareja de NILs podrian ser debidas a ELF3A y el mismo
alelo que se asocia a floracién precoz, estar ligado a una menor ramificacién y mayor longitud del

entrenudo.

Por otro lado, aunque entre los otros 22 genes candidatos no se ha detectado uno que presente una
relacién tan estrecha con el proceso de floracién como ELF3A, existen dos loci que merecen atencién
porque podrian estar asociados con los caracteres estudiados en la pareja de NlLs: LOC101501328 (Ca2:
5512 563 - 5 520 616) y LOC101504314 (Ca7: 9 129 670 — 9 132 295). LOC101501328 codifica para una
proteina similar a extensina, un tipo de proteinas estructurales de la pared vegetal que pueden tener
efectos en la extension celular y el cese del crecimiento (Otte & Barz, 2000; Sadava & Chrispeels, 1973).
En este gen se ha detectado una delecién de 4 pb en la NIL precoz cuyo efecto predicho es el
acortamiento de la proteina codificada con respecto a la NIL tardia (Figura 12.B). Por su parte, el gen
LOC101504314 codifica para un regulador de respuesta de dos componentes tipo ARR5 implicado en la
sefializacién por citoquininas, una clase de fitohormonas que regulan una amplia variedad de procesos
fisiolégicos entre los que se incluye el desarrollo del tallo o la ramificacion (Mdller & Leyser, 2011; Perilli
et al., 2010). Este gen presenta una insercién de 25 pb en la NIL tardia y una de 19 pb en la NIL precoz,

muy similares entre ellas, cuyo efecto predicho en ambos casos es la aparicidn de un coddén de
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terminacién que provoca un acortamiento de la proteina con respecto al tamafio esperado en CDC
Frontier (Figura 12.C). Para intentar dilucidar la contribucién de ELF3A, LOC101501328 y LOC101504314
a las diferencias fenotipicas observadas en la pareja de NILs, se ha propuesto su inclusidon en un analisis

de expresion mediante qPCR disefiando los cebadores correspondientes en el presente trabajo.

El mecanismo molecular subyacente por el que ELF3A regula la floracion en C. arietinum y otras
leguminosas del clado galegoide continla sin conocerse totalmente, aunque existen numerosas
evidencias de que participa junto LUX y ELF4 en el Evening Complex del reloj circadiano inhibiendo la
floracién en condiciones de dia corto no inductivas (Weller & Macknight, 2019). Los conocimientos
actuales apuntan a que las mutaciones en genes homodlogos de ELF3A en diferentes leguminosas
provocan el aumento de la expresién de FT, lo que en ultima instancia promueve la floracion, pero sin
eliminar por completo la respuesta al fotoperiodo, ya que parece no verse afectado el ritmo de la
expresion de otros genes del reloj (Ridge et al., 2017). Este hecho puede ser debido a la presencia de
otro ortélogo de ELF3, denominado ELF3b. En guisante se ha visto que el locus homdlogo de ELF3b no
afecta al tiempo de floracidon en presencia del homdlogo de ELF3A funcional, pero puede compensar
parcialmente la mutacion de ELF3A manteniendo cierta respuesta al fotoperiodo (Rubenach et al., 2017).
En A. thaliana existen evidencias de que ELF3 participa en la regulacion de la floracion afectando a la
actividad del locus G/ en diferentes niveles (Zhao et al., 2021). Ridge et al. (2017) observaron que la
mutacion de ELF3a en garbanzo no afecta a la expresidn circadiana de Gl, pero su expresidon a mas largo
plazo no fue analizada. La proteina codificada por G/ parece promover, en Arabidopsis, la expresién del
factor de transcripcién CO que es un activador de FT y, por lo tanto, de la floracidn. Sin embargo, en
guisante se detecté una mutacién del gen homdlogo a G/ que provoca fuertes efectos en la expresion de
FT y la floracién, pero que no afecta a los niveles de transcripcién de CO ni de otros genes similares a CO
(Weller & Macknight, 2019). Ademas, Wong et al. (2014) demostraron que la inactivacién de genes CO
no afecta al tiempo de floracién en M. truncatula. Por lo tanto, deben existir mecanismos alternativos
por los que los genes homodlogos a GI promueven la expresion de FT y la floracién, sin la mediacion de

CO.

En definitiva, la hipdtesis que parece mas plausible es que ELF3A afecte a la funcidn biolégica de Gl 'y, en
consecuencia, a los niveles de expresion de FT. Con el propédsito de intentar aumentar el conocimiento
actual sobre esta via de sefalizacion, en este trabajo se han disefiado secuencias de cebadores para seis
genes de C. arietinum implicados en esa ruta (FT-B, FT-A1, GI, CAELF3b, LOC101498412 y LUX) e

incluirlos, junto con los otros tres genes seleccionados que han presentado diferencias entre las NILs, en
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un futuro estudio de expresidn génica mediante qPCR (Tabla 7). En el presente trabajo se ha procedido a
la recogida de dos pool diarios de hojas jovenes durante cuatro semanas, uno correspondiente a cada
NIL, a partir de los cuales se extraerd el ARN. Este tipo de tejido ofrece la ventaja de que se renueva
constantemente, pudiendo recogerse durante periodos de tiempo relativamente largos, sin afectar al
desarrollo normal de la planta. Ademas, se ha visto que los genes seleccionados implicados en la via de
sefializacién del fotoperiodo se expresan en este tejido (Ortega Martinez, 2018; Ridge et al., 2017). La
comparacién en futuros trabajos de los perfiles temporales de expresién génica entre ambas NILs
permitird comprobar si existe expresion diferencial en los genes seleccionados y caracterizar el efecto de

los distintos alelos presentes en las NILs en la cascada de sefalizacion del proceso de floracion.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS.

En base a los resultados y discusidon expuestos en este trabajo, se pueden llegar a las siguientes
conclusiones:

o El fenotipado de las NILs ha permitido detectar caracteres, ademas de la fecha de floracidn, que

presentan diferencias significativas (e.g. longitud del entrenudo o grado de ramificacion).

o El analisis de la secuenciacion sugiere al locus ELF3A como principal responsable implicado en las
diferencias en la fecha de floracién observadas en la pareja de NILs empleada en este trabajo. El
alelo recesivo correspondiente con una delecién de 11 pb, que provoca la aparicidon de un coddn
de terminacion de forma prematura, estd asociado con la floraciéon precoz en C. arietinum.
Aunque también se han identificado otros locus que podrian influir, las diferencias fenotipicas
observadas en la pareja de NILs, ademas de la floracién, podrian deberse a efectos pleiotrépicos

del locus ELF3A. Esta observacidn merece ser objeto de mayores investigaciones.

o La linea parental precoz JG62 (sinénimo ICC4951) debe presentar el alelo recesivo de ELF3A en

homocigosis.

Por otro lado, la secuenciacién ha confirmado que la pareja de NILs empleada en este trabajo comparte
la mayor parte del genoma y presenta un grado muy bajo de heterocigosis, por lo que constituyen un
material muy valioso para profundizar en los mecanismos moleculares subyacentes a la fecha de
floracién en futuros trabajos. Por ello, ya se ha realizado la recoleccién de tejido a partir del cual se
puede extraer ARN y se han disefiado secuencias de cebadores para los genes de interés. Los resultados
del andlisis de expresion permitiran disefiar marcadores moleculares para el caracter floracidn
temprana/tardia a partir de las secuencias de genes que presenten perfiles transcripcionales

diferenciales.
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ANEXOS.

Tabla A1. Cromosoma, gen y posicion de las variaciones en homocigosis de alto impacto, con informacién de
los alelos (referencia y alternativos), su efecto y genotipo de cada NIL. Los alelos siempre se refieren a la

cadena positiva, independientemente de la cadena en la que se encuentre el gen.

Cromo.sorna: Posicion de la Alelo dc.e Alelo' Efecto de la Genotipo | Genotipo
Gl variacion MEEIETEE | ElEmEe variacion NIL Tardia | NIL Precoz
NCBI (0) (1)
1856 724 C G Pérdida codén 1/1 0/0
Cal: parada
LOC101496129 Ardi 0
1861926 c A Pérdida coddn 1/1 0/0
inicio
Cal: Variacion donador
LOC101500879 1976474 G GTTACT splicing 1/1 0/0
Ganancia codén
Cal: 2040951 A T parada 1/1 0/0
LOC101504943 i 4
2 044 065 T G Ganancia codén 1/1 0/0
parada
Cal: Ganancia coddn
LOC101510509 2 060 804 ¢ T parada 1 0/0
2074 749 TAC T Modificacion 1/1 0/0
Cal: pauta lectura
LOC101505696 ificacio
2074 752 C CGA Modificacion 1/1 0/0
pauta lectura
Cal: Modificacion
LOC101511464 2216540 €G ¢ pauta lectura 0/0 /1
Cal: Variacion donador
LOC101489772 2321303 GTAAC G splicing 0/0 11
2463035 AAC A Modificacion 0/0 1/1
Cal: pauta lectura
LOC101511156 ificacid
2463456 | AGTTTATG A Modificacion 0/0 1/1
pauta lectura
2755 679 T TCA Modificacion 0/0 1/1
Cal: pauta lectura
LOC101511364 ificacid
2 755 680 GTT G Modificacidn 0/0 1/1
pauta lectura
T
2 807 534 C panancia - dé‘r: 0/0 1/2
CTG (alelo 2) &
parada
Cal: Modificacion
LOC101513197 2807741 CGA ¢ pauta lectura 0/0 1/1
CGACAAT
5 807 755 CCAAT (alelo 1), Modificacion 0/0 12
pauta lectura
C (alelo 2)
Ganancia coddn
2 14 A 1/1
Cal: 856 149 ¢ parada 0/0 /
LOC113783936 ificacid
2 856 228 A AGG Modificacidn 0/0 1/1
pauta lectura
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Cal: Pérdida coddn
loci01512754 | 2877886 A G inicio 0/0 1/1
Cal: Modificacién
loc101515361 | 2568089 ¢ crerT oauta lectura 0/0 1/1
Cal: Pérdida codén
loc101512754 | 2877886 A G inicio 0/0 11
Modificacion
Cal: 2948 462 A ATTCC pauta lectura 0/0 /1
LOC1014 e ~
0C101490960 5 948 463 A AAT Modificacion 0/0 11
pauta lectura
Cal: Variacion aceptor
Loc101497222 | 4738116 T A splicing 0/0 1/1
Cal: AAATTTTTCT] Pérdida de coddn
: 8135976 |GTTTTTCCTT A parada y fusion de 0/0 1/1
LOC101489333 7T dos ARNM
Ca2: Modificacién
LoC101501328 | 5519109 | AcccT A N 0/0 11
TACACTCTTTC
CACACACCTC
CCTAACCCC
Ca4: (alelo 1), Modificacion
loc1o14gsges | 0 °00391 T pauta lectura 2/2 1/1
TACACTCTTTC
CACACACCTC
CCTA (alelo 2)
TTCATTGCA
Ca4: ATAATGTTTC Modificacion
Loc1o1a88756 | 47913881 [cacanarta T pauta lectura 0/0 1/1
CTTGCTGG
Ca5: ATCATCATCT] Modificacion
loc1014g0432 | 20010004 TC A oautalectura | %0 1/1
Cab: Ganancia coddn
loci01491386 | >’ 276°18 G A varada 1/1 0/0
GAAGACTCCT
GCTGAAATTA
(alelo 1),
Ca7: Modificacion
LOC101504314 9131180 G GAAGACTCCT| pauta lectura 2/2 1/1
GCTGAAATTA
ACACAA
(alelo 2)
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