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genes candidatos relacionados con la resistencia a Ascochyta fabae y Orobanche 

crenata en habas (Vicia faba L.)” se considera finalizado y reúne los requisitos para 

su exposición y defensa como tesis Doctoral. 
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genes clave para acelerar los futuros programas de mejora en este cultivo. 
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Resumen 

El objetivo principal de este trabajo ha sido desarrollar y explotar nuevas 

herramientas genómicas en habas para desvelar a nivel molecular posibles 

mecanismos de defensa frente al hongo patógeno Ascochyta fabae y la planta parásita 

Orobanche crenata, causantes de grandes pérdidas en su producción. Se ha 

pretendido ampliar la información genética sobre dichos mecanismos de resistencia e 

identificar posibles genes candidatos donde desarrollar marcadores diagnóstico que 

permitan extrapolar los resultados de QTL estables entre poblaciones y facilitar la 

selección precoz de materiales en sus programas de mejora.  

Para conseguir estos fines, se han empleado distintas herramientas 

genómicas (estructural, comparada y funcional). Así, en el capítulo II, se han utilizado 

la genómica estructural y la macrosintenia existente entre leguminosas, para saturar 

dos de los mapas genéticos disponibles por el grupo con marcadores relacionados con 

la resistencia a ambos patógenos, descritos en otras leguminosas. Dicha saturación, ha 

permitido refinar la posición de los QTLs existentes e identificar marcadores 

estrechamente ligados que podrían facilitar el proceso de selección. Además, el 

genotipado de estos nuevos marcadores ha ayudado al desarrollo de un mapa 

consenso para este cultivo.  

En el capítulo III, utilizando herramientas de genómica funcional, se ha 

tratado de profundizar en las rutas implicadas en la interacción planta-patógeno e 

identificar potenciales genes de resistencia que pudieran ser últiles en la mejora 

asistida por marcadores. Para ello se ha caracterizado el transcriptoma de dos líneas 

parentales (29H y Vf136) sometidas a la infección por A. fabae y obtenido sus perfiles 

de expresión génica. Aparte de proporcionar nueva información genómica, el estudio 

han revelado una amplia variedad de posibles mecanismos y rutas implicadas. El gran 

número SNPs e InDels identificados en los transcritos ofrece, además, una posibilidad 

rentable de saturar los mapas disponibles y de identificar genes responsables de la 

resistencia. Para finalizar, en el capítulo IV, se ha genotipado un conjunto de SNPs 

expresados diferencialmente entre ambos parentales, relacionados con mecanismos de 

resistencia. Ello ha permitido situar nuevos marcadores más robustos y transferibles 

(SNPs y ESTs) dentro de los intervalos de confianza de los QTLs de resistencia ya 

descritos, facilitando su comparación con otras poblaciones de habas y con otras 

leguminosas. 





 

 

Summary 

The main objective of this work has been to develop and exploit new 

genomic tools in faba bean in order to reveal at molecular level possible defense 

mechanisms against the pathogenic fungus Ascochyta fabae and the parasitic plant 

Orobanche crenata, causing severe yield losses in this crop. The approach aimed to 

expand the genetic information on the resistance mechanisms involved and to identify 

possible candidate genes useful to develop diagnostic markers for validation of stable 

QTL among populations and for the efficient selection of superior materials in 

breeding programs. 

To achieve these ends, different genomic tools (structural, comparative and 

functional) have been applied. Thus, in Chapter II, both the structural genomics and 

the synteny among legumes have been exploited to saturate two of the genetic maps 

available by the group using markers related with the resistance to both pathogens, 

described in other legumes. The saturation allowed to refine the position of the 

underlying QTLs and to identify closely linked markers that could facilitate the 

selection process. In addition, the new markers were used as a bridge to develop a 

consensus map in this crop. 

In Chapter III, functional genomics tools have been applied to gain insight 

into the pathways involved in the plant-pathogen interactions and to identify potential 

resistance genes to be further used in marker assisted selection. The faba bean 

transcriptome from leaves of two lines (29H and Vf136) subjected to A. fabae 

infection were characterized.in order to obtain its gene expression profiles. Apart 

from providing new genomic information, the study has revealed a wide variety of 

possible mechanisms and pathways involved. The large number of SNPs and InDels 

identified in the transcripts also offers a cost-effective way to saturate available maps 

and to identify genes responsible for resistance. Finally, in chapter IV, a set of 

differentially expressed SNPs between both parental lines, related with resistance 

mechanisms has been genotyped. The approach has allowed placing more robust and 

transferable markers (SNPs and ESTs) within the confidence intervals of the 

resistance QTLs already described, facilitating their comparison among faba bean and 

legume species. 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nota: A fin de establecer una coherencia formal a lo largo del presente documento, se 

han uniformado las referencias y se han editado los trabajos originales, eliminando de 

los mismos el apartado de referencias, el cual ha sido agrupado al final del 

documento. 
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INTRODUCCION GENERAL 

 

Las leguminosas representan una de las familias más numerosas e importantes en la 

agricultura, incluyendo más de 650 géneros y 18.000 especies que destacan por su 

gran valor nutritivo (Doyle, 2000). La familia abarca desde plantas herbáceas hasta 

grandes árboles (Doyle y Luckow 2003; Lewis et al. 2005) teniendo múltiples usos en 

agricultura (leguminosas grano, cultivos hortícolas o leguminosas forrajeras). Son 

consideradas cultivos mejorantes del terreno por su capacidad para fijar nitrógeno 

atmosférico mediante complejas interacciones con bacterias del género Rhizobium 

(hasta 100-120 Kg N/ha, en el caso concreto de las habas) jugando un papel 

importante en la rotación de cultivos (Ghaham y Vance 2003; Garg y Geetanjali 2009; 

Udvardi y Poole 2013). 

Nutricionalmente, las leguminosas son una fuente principal de proteína vegetal 

(entre un 20 y un 40%) ricas además en carbohidratos, fibra, vitaminas y minerales 

esenciales para la dieta humana y la alimentación animal. Su composición en 

aminoácidos esenciales, ricos en lisina y pobres en los de tipo azufrado y triptófano 

(Wang et al. 2003), las hace complementarias a los cereales. En concreto, las habas, 

cuentan con un contenido de proteína en grano seco cercano al 30%, una alta 

proporción de lisina y una buena palatabilidad para su empleo como pienso en 

rumiantes y ganado de carne en general. Como planta hortícola, su destino es para 

consumo humano, aprovechándose vainas y granos en industrias transformadoras para 

enlatado y congelado (Nadal et al. 2004). Estudios recientes han demostrado que 

ciertos compuestos antinutricionales (Roy et al. 2010), que reducen su valor biológico 

tienen, sin embargo, efectos beneficiosos para la salud como son los compuestos 

bioactivos (Muzquiz et al. 2012) que reducen ciertos tipos de cáncer, activan 

mecanismos de defensa, tienen propiedades anti-inflamatorias, reducen la 

hipertensión, poseen efecto antioxidante o mejoran la obesidad. También se ha 

demostrado que dietas ricas en proteínas con bajo contenido en metionina, como lo 

son las proteínas de leguminosas, retardan el envejecimiento (McCarty et al. 2009) y 

que compuestos como la 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) son un importante 

principio activo en la industria farmacéutica para combatir la enfermedad del 

Parkinson, la hipertensión, el fallo renal o la cirrosis (Rabey et al. 1993; Randhir et al. 
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2002). Otro de los muchos beneficios de las leguminosas es su aplicación como abono 

sideral o como cultivo trampa para uno de sus mayores patógenos, la planta parásita 

Orobanche crenata (Nadal et al. 2004).  

El cultivo de las leguminosas, junto con el de los cereales, es uno de los más 

antiguos y ha estado presente en la agricultura desde sus orígenes. Uno de los 

principales centros de origen de muchas leguminosas (habas, garbanzos, guisantes, 

lentejas, yeros, etc.) es el Próximo Oriente, donde se practica su cultivo desde casi los 

comienzos de la agricultura (Abbo et al. 2003). En la agricultura mediterránea, y 

desde los tiempos de los romanos, la rotación cereal-leguminosa se ha venido 

realizando de una forma tradicional por los beneficios que aportan estas últimas, 

incrementando la fertilidad del suelo, mejorando su estructura y contribuyendo al 

saneamiento de otros cultivos al romper sus ciclos de enfermedades y plagas.  

 

I.1. El cultivo de habas. 

I.1.1. Origen y características. 

Las habas (Vicia faba L.) son plantas anuales, alogamas y diploides (2n=2x=12). 

Pertenecen a la familia Fabaceae, tribu Vicieae, genero Vicia y especie V. faba 

(Cronquist, 1981). Fueron unas de las primeras leguminosas domesticadas por el 

hombre al inicio de la agricultura. Tanto su origen exacto como su antecesor silvestre 

se desconocen, concluyendo algunos autores que la especie, probablemente, es 

originaria del Cercano Oriente (Cubero, 1974) o Asia Central (Ladizinski, 1975) 

desde donde se extendió al Mediterráneo y posteriormente al resto del mundo. 

Actualmente, se considera que la forma primitiva más cercana al extinguido 

progenitor silvestre es el grupo paucijuga (Cubero, 1974).  

V. faba es una especie anual, erecta y glabra (Figura 1a). Presenta una fuerte 

raíz primaria muy desarrollada y numerosas raíces secundarias y terciarias 

responsables de formar nódulos que se asocian simbióticamente con Rhizobium 

leguminosarum para fijar nitrógeno atmosférico (Nutman, 1976; Beck y Duc 1991). 

Sus hojas son compuestas, alternas, sin zarcillos y formadas por foliolos con un borde 

recto o ligeramente ondulado de color verde-grisáceo (Figura 1b). Las estipulas 

dentadas están provistas de un nectario y muestran una mancha oscura. Las flores se 

agrupan en inflorescencias axilares de 1 hasta 12 flores y cada flor contiene un pétalo 
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grande llamado estandarte y dos pétalos de igual tamaño conocidos como alas. Los 

pétalos normalmente son blancos con una mancha negra-purpurea en las alas (Figura 

1d). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Principales características de una planta de V. faba: (a) planta completa mostrando 

distintas inflorescencias, (b) forma de la hoja, (c) vaina y fruto y (d) flores. 

 

Su fruto es carnoso, de color verde-pardo; siendo el número de semillas por 

vaina variable (hasta 8-10 granos en algunos cultivares major) (Figura 1c). Sus 

semillas son ricas en proteínas (alrededor del 30 %), carbohidratos, fibra, vitaminas y 

minerales. Según el tamaño de la semilla son cuatro los tipos botánicos existentes: 

paucijuga, minor, equina y major (Cubero, 1974) (Figura 2). La semilla de paucijuga 

pesa entre 0.31-0.40 gr, la minor 0.41-0.60 gr, la equina 0.61-1.10 y la major 1.11-

1.70 gr. Las semillas grandes (major) emergieron en los países Mediterráneos y 

China, las de tamaño medio (equina) en el Este y Norte de África, mientras que las 

semillas pequeñas (minor) son típicas del Norte de Europa (Duc, 1997). 

 

Figura 2. Tipos de haba según el tamaño de la semilla (Cubero, 1974). 

(a) (b) (c) (d) 
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El genoma de V. faba es citogenéticamente uno de los mejor caracterizados 

entre las plantas. V. faba es una planta diploide con una dotación cromosómica de 2n 

= 12, formada por seis grandes cromosomas (Figura. 3) de los cuales, cinco son 

acrocéntricos y uno metacéntrico y de mayor tamaño (15 µm) (Chapman, 1983). El 

tamaño de los cromosomas y el contenido de ADN por núcleo en esta especie es casi 

el doble (13.000 Mbps) que en otras del genero Vicia (Chooi, 1971; Lawes et al. 

1983; Raina y Ogihara 1995; Bennett et al. 1995). Es 25 veces mayor que el de la 

especie modelo Medicago truncatula y presenta una alta proporción de ADN 

repetitivo (Flavell et al. 1974) lo que ha retrasado los avances genéticos y el 

desarrollo de herramientas genómicas en esta especie.  

 

Figura 3. Cromosomas de Vicia faba (Chapman, 1983). 

 

I.1.2. Importancia económica del cultivo. 

Tradicionalmente las habas se han cultivado en la cuenca Mediterránea, Oriente 

Medio, China y América Latina aunque actualmente está logrando especial relevancia 

en Australia, Europa y América del Norte (Figura 4). En 2014, la superficie mundial 

de habas cultivada superó los 2 millones de hectáreas (has), con una producción total 

de unos 4,14 millones de toneladas, lo que hace que sea la cuarta leguminosa grano 

más importante tras el garbanzo, el guisante y la lenteja (FAOSTAT, 2014). Los 

mayores productores mundiales son China, Etiopía, Australia y Francia. España se 

encuentra en decimoquinto lugar en cuanto a producción, lo que representa casi un 

1% de la producción mundial total.  
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Figura 4. Zonas de producción mundial de habas (FAOSTAT, 2014). 

 

En España, la superficie destinada al cultivo es de 23.155 ha, alcanzado una 

producción de 38.934 toneladas (FAOSTAT, 2014). Tanto la superficie cultivada 

como la producción han ido fluctuando en los últimos 20 años (Figura 5). Estas 

fluctuaciones se han debido principalmente al abandono de las rotaciones leguminosa-

cereal al cambiar las prácticas agrícolas y a la disponibilidad de fertilizantes 

nitrogenados relativamente baratos que parecían ser más eficientes en mejorar los 

rendimientos. El aumento significativo de la superficie de cultivo durante el periodo 

2001 al 2005, estuvo influenciado por las ayudas de la UE a las leguminosas 

(Reforma de Política Agraria Comunitaria de 2003), pero cayó posteriormente hasta 

niveles de 1994. Este hecho evidencia la dependencia de nuestro país de las ayudas 

externas a la producción y por tanto de las normas de la PAC que se apliquen en cada 

momento. Así, la agricultura intensiva española y europea actual, basada 

principalmente en la rotación oleaginosa-cereal, ha generado una total dependencia de 

las importaciones de proteínas vegetales. La producción de proteína vegetal de la UE 

ocupa sólo el 3% de sus tierras de cultivo, lo que cubre apenas el 30% de nuestra 

demanda de proteaginosas para piensos. Resulta absurdo, sin embargo, que debamos 

importar el 70 % de proteínas vegetales en su mayor parte de Estados Unidos, Méjico 
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o Argentina, con unos costes energéticos y económicos inasumibles en una sociedad 

moderna.  

 

Figura 5. Serie histórica de la producción en toneladas (línea roja) y del área cosechada en 

hectáreas (línea azul) del cultivo de habas en España (FAOSTAT, 2014). 

 

I.1.3. Limitaciones del cultivo de habas. 

Tradicionalmente el cultivo de habas se ha caracterizado por la baja estabilidad de su 

rendimiento. Entre los principales factores que afectan a la producción del cultivo y a 

la calidad de la semilla, se encuentran estreses abióticos como la sequía, las heladas y 

las altas temperaturas y bióticos como el jopo (Orobanche crenata), una fanerógama 

parásita muy extendida en toda la cuenca Mediterránea y hongos patógenos como 

Ascochyta fabae, Uromyces viciae-fabae (causante de la roya) o Botrytis fabae que 

produce la denominada botritis o mancha chocolate. La frecuencia con la que ocurren 

estos estreses y su severidad es variable dependiendo de las condiciones climáticas y 

de la zona geográfica en la que se cultive. Por lo tanto, los principales objetivos de 

mejora en habas incluyen la mejora de la calidad de semillas y la resistencia o 

tolerancia a estreses bióticos y abióticos (Sal, 1983; Bond et al. 1994; Sillero et al. 

2010). 
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I.2. El papel de la Mejora en el cultivo de habas. 

La mejora vegetal ha sido una de las tecnologías que se ha desarrollado con mayor 

éxito en la agricultura moderna, dando lugar a grandes cambios en la calidad, 

estructura y adaptación de los cultivos a su entorno, mejorando su potencial genético 

e incrementado su rendimiento. Aunque algunos esfuerzos realizados han tenido poco 

éxito, la mayoría de las modificaciones genéticas de los cultivos logradas mediante 

mejora clásica han sido muy positivas e importantes (Lee, 1995). 

Como se ha mencionado anteriormente, al igual que para el resto de cultivos, 

el principal objetivo de la mejora en habas es incrementar y estabilizar su rendimiento 

mediante el desarrollo de cultivos adaptados a los estreses desarrollados en cada 

ambiente. Entre los factores limitantes en la producción y rendimiento de esta especie 

están la susceptibilidad al hongo patógeno A. fabae y a la planta parasita Orobanche 

crenata. 

 

I.2.1. Ascochyta fabae. 

Se trata de un hongo aéreo causante de una de las enfermedades fúngicas 

(ascoquitosis) más comunes del cultivo en todo el mundo (Gaunt, 1983). El hongo es 

responsable de pérdidas del rendimiento tanto de peso como de calidad de las 

semillas, entre el 30 y el 40%, pudiendo llegar incluso al 90% en cultivos muy 

susceptibles (Hanounik y Robertson 1989). El patógeno ataca a todas las partes aéreas 

de la planta causando necrosis y colapso tisular. Los síntomas consisten en lesiones 

circulares de color marrón oscuro que evolucionan a necrosis en hojas, tallos, vainas y 

semillas (Figura 6).  

 
Figura 6. Lesiones en hojas (a), tallo (b), vainas (c) y semillas (d) causadas por Ascohyta 

fabae. 

 

(a) (b) (c) (d) 
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El patógeno es capaz de infectar la semilla, por lo que una de las medidas de 

control de la enfermedad es el uso de semillas libres de inóculo (Beaumont, 1950; 

Hewett, 1973; Kharbanda y Bernier 1979; Gaunt y Liew 1981; Kaiser, 1997). Sin 

embargo, la existencia de otras fuentes de inóculo, como restos de cultivo infectados, 

requiere medidas de control adicionales como son la rotación de cultivos o el uso de 

productos químicos (Jiménez-Díaz et al. 1998). Frente a ello el empleo de variedades 

resistentes, se considera la forma más efectiva para el control de la enfermedad a 

largo plazo. 

Se han identificado varias fuentes de resistencia que se están utilizando en 

programas de mejora (Bond y Pope 1980; Tivoli et al. 1988; Hanounik y Robertson 

1989; Rashid et al. 1991a, b; Ondrej, 1993; Sillero et al. 2001) pero a día de hoy aún 

se desconoce en detalle, su base genética.  

 

I.2.2. Orobanche crenata. 

Planta holoparásita (Figura 7) caracterizada por carecer de una raíz verdadera, no 

realizar fotosíntesis, tener haustorios especializados y nutrirse del xilema y floema de 

la planta parasitada (Young et al. 1999; Nickrent, 2002). Entre los cultivos que 

parasita se encuentran habas, garbanzos, lentejas, arvejas, guisantes, apio y zanahoria 

(Sauerborn, 1991; Eizenberg et al. 2001; Rubiales et al. 2003). Se distribuye 

extensamente a través de la cuenca mediterránea, especialmente en el norte y el este 

de África (Rubiales y Fernández-Aparicio 2012) ocasionando grandes pérdidas en 

estos cultivos (Cubero, 1983; Mesa-García y García-Torres 1984; Parker y Riches 

1993). En habas, se estiman pérdidas en la producción entre 5 y 95%, dependiendo de 

la fecha de siembra y el nivel de infestación (Rubiales et al. 2006). 

La infección comienza con el crecimiento de la radícula de la semilla 

germinada hacia la raíz de la planta hospedante, penetrando en ella por la epidermis y 

el córtex con ayuda de enzimas hidrolíticas hasta ubicarse en el sistema vascular y 

formar el haustorio. Seguidamente, el haustorio se diferencia en nódulos que crecen 

hasta desarrollar raíces simples que darán lugar a raíces secundarias y que serán las 

que absorban los nutrientes y el agua de la planta hospedadora. A partir de este 

momento, el jopo emerge del suelo y crece rápidamente hasta llegar al estado de 

floración y producción de semillas (López-Granados y García-Torres 2002). Sus 
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semillas son pequeñas (0.3 x 0.2 mm) y su número puede ascender a más de 200,000 

por planta (Parker y Riches 1993) pudiendo tener una longevidad en el suelo de unos 

14 años (López-Granados y García-Torres 1999). La germinación se ve afectada por 

el grado de humedad, la temperatura del suelo y la intensidad de la luz (Parker y 

Riches 1993; López-Granados y García-Torres 1993; Manschadi et al. 2001) y ocurre 

cuando la semilla se encuentra a menos de 1 cm de distancia de la raíz donde contacta 

con los exudados radiculares generados por la planta hospedadora (López-Granados y 

García-Torres 2002).  

 

Figura 7. Plantas de O. crenata parasitando a Vicia faba. 

 

Para hacer frente al ataque de jopo, se han investigado diversas medidas de 

control, destacando el control químico con glifosato (Parker y Riches 1993; Parker, 

1994; López-Granados y García-Torres 1998), la solarización del suelo (Mauromicale 

et al. 2001), la rotación de cultivos (Al-Menoufi, 1994), el cambio de fecha de 

siembra (López-Granados y García-Torres 1998; Rubiales et al. 2003), la fertilización 

(Pieterse, 1991), la inundación del terreno (Zahran, 1982) y el control biológico 

(Linke et al. 1992). A pesar de todos estos estudios, la aplicación de estos métodos de 

control por separado mostró resultados no satisfactorios y se recomienda la 

integración de diferentes métodos. García-Torres y López-Granados (1991) integran 

la aplicación de herbicidas, el cambio de la fecha de siembra y la rotación de cultivos 

para reducir la infección de jopo en terrenos agrícolas. A partir de todas estas 

investigaciones se concluye que la mejora genética es el método más económico y 
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eficiente para el control de jopo (López-Granados y García-Torres 2002; Pérez-de-

Luque et al. 2007).  

La resistencia contra jopo es de naturaleza compleja, difícil de evaluar y de 

baja heredabilidad lo que convierte el proceso de mejora en una tarea muy difícil 

(Rubiales, 2003). En habas se ha observado que la resistencia puede estar 

correlacionada con el tamaño de la semilla, de forma que semillas de tamaño pequeño 

tienden a ser más resistentes a jopo que semillas más grandes (Cubero, 1973), aunque 

hasta la fecha, no se han identificado ninguna fuente de resistencia completa se han 

obtenido líneas que muestran resistencia incompleta (Pérez-de-Luque et al. 2010) 

como Vf172 (Cubero, 1973), con resistencia parcial pero sin características 

agronómicas deseables, la línea F402 (Nassib et al. 1982) con alto nivel de resistencia 

a jopo y con características agronómicas favorables, la línea Giza 402 resistente tanto 

en condiciones de invernadero como de campo y estable en diferentes ambientes 

(Valle del Nilo, La Costa de Siria y Andalucía al Sur de España) y la línea Vf1071 

utilizada en Andalucía como fuente de resistencia para desarrollar líneas de interés en 

los programas de mejora (Cubero, 1991; Sillero et al. 1999). Actualmente la variedad 

Baraca, derivada de Vf1071, caracterizada por su buena adaptación, altos 

rendimientos y tolerancia al ataque de jopo es una de las más utilizadas 

comercialmente.  

Además de O. crenata, otras especies de jopo son cada vez más importantes 

en ciertas áreas. Orobanche foetida Poir., distribuida ampliamente en la cuenca 

mediterránea y que inicialmente solo parasitaba huéspedes silvestres (Pujadas-Salva, 

1999), ha atacado intensamente campos de habas y garbanzos en la región de Beja, 

Túnez (Kharrat et al. 1992), produciendo pérdidas de rendimiento entre 66 y 83% 

(Kharrat, 1999) y en Marruecos (Rubiales et al. 2005). Estos hechos hacen que se 

considere la importancia de esta especie y se evite su propagación por su cercanía 

geográfica a Andalucía donde aún parasita a especies silvestres. 

Tanto para A. fabae como para O. crenata el uso de fuentes de resistencia en 

programas de mejora se puede ver condicionado por factores como la variabilidad 

patogénica del agente causal. En muchas ocasiones se puede observar una interacción 

diferencial entre los genotipos del agente causal de una enfermedad y los de la especie 

hospedadora. Ello marca la necesidad de conocer el espectro racial del patógeno en 

cada zona de cultivo a fin de elegir las fuentes de resistencia más idóneas para el 
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desarrollo de nuevas variedades resistentes. Por otra parte, la selección de genotipos 

interesantes dentro de cada programa, conlleva tediosos procesos de inoculación y 

evaluación, tareas que se agravan por la dificultad de establecer las condiciones 

óptimas para el desarrollo de la enfermedad dependiendo, además, de la 

disponibilidad del patógeno en cada momento. Por otra parte, si se está seleccionando 

frente a diversos patotipos del agente causal, la situación se verá agravada ya que 

habría que proceder a la inoculación y evaluación con cada uno de ellos. 

 

I.2.3. Mecanismos moleculares de resistencia a patógenos en plantas. 

En la naturaleza, las plantas están expuestas al ataque de diversos patógenos 

(bacterias, virus, hongos, insectos) que perjudican su desarrollo y producción (Boyd 

et al. 2013). Para defenderse, las plantas han desarrollado mecanismos que les 

permiten reconocer, detener y contrarrestar la infección (Walbot, 1985; Durrant y 

Dong, 2004). El conocimiento molecular de estos mecanismos y la identificación de 

genes de resistencia es de gran interés en los programas de mejora.  

Para acceder al interior de la planta, el microorganismo debe atravesar 

diferentes barreras físicas (superficie de hojas, raíces, pared celular) y químicas como 

fenoles, lignina, taninos, saponinas, antocianinas, flavonoides, lectinas, glucanasas, 

quitinasas (Kliebeinstein, 2004) que actúan como mecanismos de defensa frente a 

diversos patógenos (Heath, 2000). Modificaciones en la composición de la pared 

celular (lignificación o defectos en su composición) dificultan la penetración de 

patógenos (Bechinger et al. 1999, Vogel et al. 2002; 2004) y favorecen la resistencia 

en la planta.  

Una vez en el interior de la planta, se activa la inmunidad iniciada por PAMPs 

(PTI, del inglés PAMP triggered immunity) (Jones y Dangl, 2006; Boller y Felix, 

2009; Figura 8a) donde receptores (PRRs) de la superficie extracelular de la planta 

reconocen MAMPs (patrones moleculares asociados a microorganismos como 

quitina, ergosterol, flagelina o peptidoglucanos), ausentes en plantas (Boller y He, 

2009) y DAMPs o patrones moleculares asociados a lesiones originadas por el 

patógeno al intentar atravesar la pared celular (De Lorenzo et al. 2011; Boyd et al. 

2013). Este reconocimiento da lugar a una serie de reacciones intracelulares donde 

aumenta la concentración de Ca
2+

 y se activan cascadas de proteínas MAPK, que 
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producen cambios en la fosforilación de proteínas (Peck et al. 2001), activación 

génica (Zipfel et al. 2004, 2008), producción de especies reactivas del oxígeno, 

biosíntesis de etileno (Spanu et al. 1994), endocitosis de receptores (He et al. 2007; 

Kwon et al. 2008; Boller y Felix, 2009) y deposición de callosa (Gómez-Gómez et al. 

1999) para reforzar la pared celular en los sitios de infección y evitar la propagación 

del patógeno. 

 

Figura 8. a) Activacion de la inmunidad activada por PAMPs o PTI mediante el 

reconocimiento de PAMPs/MAMPs por receptores PRRs de la planta. b) Susceptibilidad 

desencadenada por un efector (ETS) producido por el patógeno que suprime PTI. c) Activación 

de la inmunidad desencadenada por efector (ETI) al ser reconocido específicamente por 

proteínas de resistencia de la planta (Fuente: Pieterse et al. 2009). 

 

Algunos patógenos logran evadir o suprimir la PTI mediante la síntesis de 

efectores (Bent y Mackey, 2007) que modifican proteínas de la planta y mimetizan el 

efecto de sus hormonas (Jones y Dangl, 2006). Este mecanismo se conoce como 

susceptibilidad desencadenada por efector o ETS (Figura 8b). Frente a este 

mecanismo, la planta evoluciona y desarrolla la inmunidad activada por efector (ETI, 

Figura 8c), una respuesta más especializada, rápida y fuerte que PTI (Jones y Dangl, 

2006; Chisholm et al. 2006) capaz de detectar efectores (fitotoxinas y factores 

proteicos) mediante proteínas de resistencia tipo NB-LRR de la planta. Entre las 

respuestas de defensa se produce un aumento del flujo de Ca
2+

, la alcalinización del 

espacio extracelular, actividad proteínquinasa, expresión de genes y síntesis de 
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especies reactivas de oxígeno (ROS), óxido nítrico (NO) y de hormonas (ácido 

salicílico (SA), ácido jasmónico (JA) y etileno (ET)), reforzamiento de la pared 

celular, lignificación, deposición de calosa, producción de agentes antimicrobianos y 

activación de la respuesta hipersensible (HR).  

Entre las moléculas señalizadoras implicadas en las rutas de transducción de 

señales destacan el SA, JA y ET (Pieterse et al. 2009; Figura 9). La inducción de estas 

rutas depende del tipo de patógeno, de forma que en respuesta a patógenos 

necrotrofos (destruyen células huésped para alimentarse) se induce la ruta JA/ET y 

frente a biotrofos (obtienen nutrientes de células vivas) o hemibiotrofos (dependiendo 

del estado de su ciclo, son biotrofos o necrotrofos) la ruta del SA (Thaler y Bostock 

2004). 

 

Figura 9. Esquema de los principales componentes que actúan en las rutas de 

señalización del ácido salicílico (SA), ácido jasmónico (JA) y etileno (ET). a) SA origina la 

monomerización de NPR1 en citosol y su transporte al núcleo para interaccionar con factores 

de transcripción (TGAs/ WRKYs) y expresar genes que codifican proteínas relacionadas con la 

patogénesis (PRs). WRKY70 actúa como interruptor molecular entre la vía del SA y la del JA. 

b) En la ruta del JA, la proteína JAZ interacciona con factores de transcripción MYC2 y ERF1 

responsables de la expresión de genes de defensa y de integrar las señales de las rutas del JA y 

el ET. C) El etileno activa una cascada de quinasas MAPK, cuya señal es transmitida a EIN2 

que evita la degradación del factor de transcripción EIN3. Su acumulación activa a ERF1 que 

regula la expresión génica. , indica inhibición de la ruta, indica activación de la ruta. 

Fuente: Pieterse et al. 2009. 
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Aunque la comunicación cruzada entre las vías de señalización hormonal 

proporciona a la planta una gran capacidad reguladora que puede adaptar su respuesta 

de defensa a diferentes tipos de atacantes, los patógenos han evolucionado con 

potentes efectores que alteran la red de señales, manipulan las defensas y pueden 

llegar a suprimir la ETI (Alfano y Collmer, 2004; Kamoun, 2007). Si el patógeno 

suprime este tipo de inmunidad y la planta no es capaz de detectarlo se nutrirá, 

dispersara y dará lugar a la llamada susceptibilidad activada por efector (ETS) (Jones 

y Dangl, 2006). 

 

I.3. Selección asistida por marcadores (MAS). 

El objetivo principal de la mejora clásica es obtener nuevas combinaciones genéticas 

a partir de la selección de los mejores fenotipos de una progenie obtenidos tras 

realizar uno o varios cruzamientos. Este tipo de mejora ha sido muy eficaz a lo largo 

de la historia, sin embargo, presenta algunos inconvenientes tales como la influencia 

del ambiente sobre el fenotipo, el alto coste de los procesos de fenotipado, el gran 

tiempo invertido en el proceso de selección y la dificultad de evaluación de ciertos 

caracteres como son los caracteres poligénicos o cuantitativos.  

La mayor parte de los caracteres de interés agronómico, incluyendo la 

resistencia a enfermedades, son de naturaleza cuantitativa, es decir, muestran amplias 

distribuciones fenotípicas más o menos continuas. Estos caracteres están controlados 

por una importante cantidad de genes sujetos a la influencia del ambiente. Su 

disección genética es una tarea ardua y costosa, por lo que las estrategias de la mejora 

genética tradicional se centraron en aproximaciones estadísticas mediante el estudio 

de correlaciones entre parientes para estimar la heredabilidad, el parámetro que 

permite predecir la respuesta a la selección. A pesar de esta dificultad, desde la 

década de los 90, los marcadores moleculares han permitido una disección más 

detallada de la base genética de los caracteres cuantitativos o QTLs (Quantitative 

Trait Loci), pudiéndose detectar los efectos genéticos más notables de un carácter 

mediante el rastreo con mapas genéticos (Collard et al. 2005). Para ello se evalúan las 

asociaciones estadísticas entre los marcadores de un mapa y los fenotipos del carácter 

bajo estudio, teniendo en cuenta que los genes/marcadores localizados en la 

proximidad en los genomas tienden a transmitirse juntos. Empleando marcadores en 
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la selección del carácter se elimina el efecto ambiental, aumentando la repuesta a la 

selección de genes de importancia económica, pero de herencia compleja (Collard y 

Mackill 2008; Xu y Crouch 2008). 

Así desde la década de los 90 (Lander y Botstein, 1989), los marcadores 

moleculares han demostrado ser eficientes para la detección de genes y QTLs de 

interés mediante la denominada selección asistida por marcadores o MAS (Marker 

Assisted Selection). La MAS fue desarrollada para evitar los inconvenientes de la 

mejora clásica, originando un cambio en el criterio de selección, que pasó de una 

selección de fenotipos a una selección de marcadores ligados a genes de interés. Entre 

sus principales ventajas destacan la sencillez, el ahorro de tiempo al seleccionar los 

genotipos durante los primeros estadíos de desarrollo de la planta y la fiabilidad del 

proceso. Además no se encuentra afectada por condiciones ambientales, facilita la 

selección de varios caracteres de forma simultánea y puede ser utilizada tanto para 

caracteres cualitativos como cuantitativos (Francia et al. 2005). En el caso de la 

resistencia a patógenos puede sustituir los procesos de inoculación y evaluación en 

generaciones avanzadas del programa de mejora. El empleo de dichos marcadores, 

puede facilitar la selección simultánea frente a varias enfermedades o frente a varios 

patotipos de la misma enfermedad con un gran ahorro de tiempo y dinero.  

Para que un marcador sea utilizado en MAS debe ser fiable, fácilmente 

intercambiable y preferiblemente codominante, permitiendo distinguir individuos 

homocigotos de heterocigotos en la progenie. Se pueden considerar buenos 

marcadores aquellos que se encuentran ligados a distancias menores de 5 cM del 

carácter que se desea seleccionar (Collard et al. 2005). El éxito de la MAS para 

caracteres agronómicamente importantes como son la resistencia a enfermedades y 

los rasgos de calidad, depende de la identificación de los genes responsables o 

relacionados con dichos caracteres y que puedan ser utilizados para el desarrollo de 

marcadores diagnostico (Hospital, 2009). Este tipo de marcadores presentan ventajas 

sobre los marcadores estrechamente ligados a un carácter, como son la ausencia de 

fenómenos de recombinación entre el marcador y el gen que controla el carácter, por 

lo que no se producen errores en el proceso de selección.  
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Diferentes tipos de marcadores moleculares han sido utilizados en MAS 

(Collard et al 2008): RFLPs (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms), RAPDs 

(Random Amplified polymorphic DNA), AFLPs (Amplified Fragment Length 

Polymorphism), SSRs (Simple Sequence Repeats), SCARs (Sequence Characterized 

Amplified Regions), CAPS (Cleaned Amplified Polymorphic Sequences), STSs 

(Sequence-Tagged Sites), ESTs (Expressed Sequence Tags), SSCPs (Single-Strand 

Conformation Polymorphism) y SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). Los SNPs 

son la más reciente generación de marcadores moleculares. Se basan en la 

identificación de la sustitución de un nucleótido por otro y representan dos alelos 

simples. En plantas su frecuencia es de uno cada 100-300 bp pares de bases (Edwards 

et al., 2007; Xu, 2010). Tradicionalmente la identificación de SNPs se ha realizado 

mediante digestión con enzimas de restricción seguida de electroforesis. En la 

actualidad, el análisis de SNPs se puede realizar a gran escala y a un coste muy 

competitivo mediante diversas técnicas de última generación (Affymetrix, Illumina 

Agilent, Sequenom, etc.). El desarrollo de plataformas de genotipado como por 

ejemplo la TaqMan/Kaspar (LGC/KBiosciences), o el sistema de MassArray-

Sequenom hacen posible explorar la variabilidad genética de SNPs de forma eficiente 

y asequible, lo que posibilita la identificación de asociaciones para la detección de 

genes candidatos relacionados con caracteres de interés en mejora. 

 

I.4. Empleo de herramientas genómicas en la Mejora de las leguminosas. 

Desde el redescubrimiento de las leyes de Mendel hasta la actualidad, avances en 

Genética Molecular como el descubrimiento de las enzimas de restricción o el 

desarrollo de técnicas como la PCR, han repercutido enormemente en la mejora 

genética vegetal. Recientemente, la irrupción de nuevas tecnologías de secuenciación, 

junto con el progresivo abaratamiento de los costes de genotipado están propiciando 

un cambio de escenario. A la publicación del primer genoma vegetal secuenciado 

(The Arabidopsis thaliana Genome Iniciative 2000) le siguieron el de otras muchas 

especies modelo. Dentro de la familia de las leguminosas (Fabaceae), además de los 

genomas de cuatro especies modelo: Medicago truncatula (Young et al. 2011), Lotus 

japonicus (Sato et al. 2008), Phaseolus vulgaris (Schmutz et al. 2014) y Cajanus 

cajan (Varshney et al. 2012), ya se dispone de genomas más o menos completos de 

otras especies, como la soja (Schmutz et al. 2010) y el garbanzo (Jain et al. 2013; 
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Varshney et al. 2013) y están en marcha la secuenciación de otros. Los avances 

mencionados han permitido un mayor desarrollo genómico y tecnológico en 

herramientas moleculares y bioinformáticas que han revolucionado la mejora y 

aportado un mejor conocimiento de las especies estudiadas y de sus procesos 

biológicos (Echenique et al. 2004).  

Para abordar distintos problemas biológicos la genómica se subdivide en 

distintas áreas de conocimiento como la genómica estructural, la genómica 

comparativa y la genómica funcional. Aunque exploten herramientas distintas todas 

tienen un objetivo común, generar información exacta para identificar genes de 

interés y poder entender mejor los procesos biológicos en los que están implicados. Si 

bien de forma más lenta que en otras especies vegetales, las leguminosas y en 

particular las habas, han ido incorporando herramientas para el rastreo genómico 

mediante la saturación de sus mapas genéticos (Satovic et al. 2013; Duc et al. 2015; 

Webb et al. 2016), la identificación de genes candidatos mediante estrategias de 

genómica comparada (Zhu et al 2005; Choi et al. 2004; Ávila et al. 2007; Gujaria-

Verma et al. 2014) o análisis de expresión (Madrid et al. 2010; 2012) génica y más 

recientemente, la utilización de nuevas tecnologías de secuenciación masiva que están 

incrementando los recursos genómicos de forma exponencial (Kaur et al. 2012; Ocaña 

et al. 2015; Ray et al. 2015). 

 

I.4.1. Genómica estructural. 

La genómica estructural se centra en la caracterización y localización de secuencias 

génicas. Uno de los primeros pasos para caracterizar un genoma suele ser la obtención 

de mapas genéticos (mapas de ligamiento) que indican la localización aproximada de 

genes de interés respecto a otros conocidos. Estos mapas se basan en la frecuencia de 

recombinación, cuyo valor dependerá de que los genes estén o no ligados, de forma 

que si la frecuencia de recombinación entre dos loci es mayor al 50% estarán 

localizados en cromosomas diferentes o muy separados en el mismo cromosoma; 

mientras que si la frecuencia de recombinación es menor del 50%, los loci están 

ligados, muy próximos en el mismo cromosoma y pertenecerán al mismo grupo de 

ligamiento.  
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I.4.1.1. Mapa genético de habas. 

Tradicionalmente los mapas genéticos han sido el método para detectar marcadores 

ligados a caracteres cualitativos y cuantitativos de importancia agronómica que 

puedan ser utilizados en programas de mejora para seleccionar genotipos de interés. 

Han sido fundamentales para el desarrollo de mapas físicos y para la secuenciación de 

genomas completos. Actualmente, y a pesar de las limitaciones biológicas de las 

habas, como son el gran tamaño de su genoma y la alta proporción de elementos de 

ADN repetitivo, se dispone de mapas genéticos que han permitido localizar genes y 

QTLs que controlan la resistencia a diferentes patógenos como el jopo (Román et al. 

2002; Díaz-Ruiz et al. 2009; 2010; Gutiérrez et al. 2013), A. fabae (Román et al. 

2003; Ávila et al. 2004; Díaz-Ruiz et al. 2009; Kaur et al. 2014; Atienza et al. 2016) y 

la roya (Ávila et al. 2003). También se dispone de mapas genéticos donde se localizan 

las regiones que controlan otras características agronómicas, como, la fecha de 

floración, el rendimiento y la adaptación a la sequía (Cruz-Izquierdo et al. 2012; 

Khazaei et al. 2014). Toda esta información ha dado origen al desarrollo de dos 

mapas consenso que facilitan el mapeo comparativo y la transferencia de información 

con el resto de leguminosas (Satovic et al. 2013; Webb et al. 2016). Sin embargo, se 

requiere mejorar la saturación de estos mapas para identificar marcadores 

estrechamente vinculados y determinar la posición exacta de QTLs de interés 

agronómico. Este ha sido uno de los objetivos desarrollados en esta tesis con el fin de 

identificar genes candidatos para el control de la resistencia a A. fabae y jopo en las 

poblaciones de habas Vf6 x Vf136 y más profundamente en la población 29H x 

Vf136. 

A pesar de los avances recientes, ha sido muy difícil diseñar marcadores 

moleculares sobre genes responsables de caracteres de interés agronómico en habas. 

Sólo se han descrito marcadores asociados al gen TFL-1, responsable del crecimiento 

determinado en habas (Ávila et al. 2006; 2007) y al gen TTG-1 responsable de la 

ausencia de taninos en semillas (Webb et al. 2016), ambos caracteres de tipo 

monogénico. Aún no se tienen referencias de marcadores diagnóstico para caracteres 

poligénicos responsables de la resistencia a estreses bióticos como la resistencia a 

patógenos, debido a que las regiones genómicas que controlan estos caracteres 

todavía no están bien caracterizadas y requieren una mayor saturación.  
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En las tablas 1 y 2 pueden verse los diferentes QTLs identificados para el 

control de la resistencia a A. fabae, O. crenata y O. foetida en los dos cruzamientos 

(Vf6 x Vf136 y 29H x Vf136) de habas que van ocupar esta tesis. Algunos de estos 

QTLs han sido validados tanto en poblaciones F2 como en líneas avanzadas o RILs 

(Recombinant Inbred Lines). De los diferentes QTLs localizados para A. fabae (Tabla 

1), solo han podido validarse en F2 y RILs, Af1 y Af2 en el cruzamiento Vf6 x Vf136 

y Af3 en 29H x Vf136. Además Af1 (Román et al. 2003, Díaz-Ruiz et al. (2009a) 

identificado en la población Vf6 x Vf136 y Af3 (Ávila et al. 2004, Atienza et al. 2016) 

identificado en la población 29H x Vf136 están asignados al cromosoma III y podrían 

corresponder a las mismas regiones genómicas. Lo mismo ocurre con Af2 (Román et 

al. 2003, Díaz-Ruiz et al. (2009a) identificado en la población Vf6 x Vf136 y Af4 

(Ávila et al. 2004, Atienza et al. 2016) presente en la población 29H x Vf136, 

asignados ambos al cromosoma II.  

Para la resistencia a O. crenata (Tabla 2), han podido validarse Oc2 y Oc3 en 

las poblaciones F2 y RILs del cruzamiento Vf6 x Vf136 mientras que en el 

cruzamiento 29H x Vf136 se han validado en diferentes ambientes Oc7 y Oc8. En 

este caso, Oc2, identificado en la población Vf6 x Vf136 (Román et al. 2002; Díaz-

Ruiz et al. 2009) y Oc7 detectado en 29H x Vf136 (Gutiérrez et al. 2013) están 

asignados al cromosoma VI y podrían corresponder a las mismas regiones genómicas. 

La falta de marcadores comunes en ambas poblaciones difículta estas comparaciones 

por lo que la saturación de estas zonas con marcadores comunes y los avances en 

sintenia con especies modelo están ayudando a aclarar estas hipótesis. 

Las perspectivas de MAS para la resistencia a Ascochyta y jopo es identificar 

los genes responsables y desarrollar marcadores diagnostico que permitan extrapolar 

los resultados de QTL estables de unas poblaciones a otras y faciliten la selección de 

materiales en los programas de mejora. 
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Tabla 1: Principales QTLs para resistencia a Ascochyta fabae detectados en poblaciones F2 y 

RILs de habas en los cruzamientos Vf6 × Vf136 y 29H xVf136.  

QTL Experimento 
Cruzamiento 

(Generación) 

CR / 

GL 
Referencia 

Af1 CO95_DSL Vf6×Vf136 (F2) III Román et al. 2003 

Af2 CO95_DSL  II  

Af1 CO95_DSL  III  

Af1 CO95_DSS Vf6×Vf136 (RILs) III Díaz-Ruiz et al. 2009 

Af2 CO95_DSL  II  

Af2 CO95_DSS  II  

Af3 CO99_DSL 29H xVf136 (F2) III Ávila et al. 2004 

Af3 LO98_DSL  III  

Af3 CO99_DSS  III  

Af3 LO98_DSS  III  

Af4 CO99_DSL  II  

Af4 LO98_DSL  II  

Af4 CO99_DSS  II  

Af4 LO98_DSS  II  

Af5 CO99_DSL  Lg15  

Af5 CO99_DSS  Lg15  

Af6 LO98_DSL  Lg12  

Af7 LO98_DSS  Lg3  

Af7 LO98_DSL  Lg3  

Af8 LO98_DSS  Lg14  

- field_DSL 29H xVf136 (RILs) II Atienza et al. 2016 

- CO99_DSL  II  

- LO98_DSL  II  

Af3 field_DSL  III  

Af3 field_DSP  III  

Af3 field_DSS  III  

Af3 CO99_DSL  III  

Af3 LO98_DSL  III  

Af3 LO98_DSS  III  

- field_DSP  VI  

Af: Resistencia a Ascochyta fabae; QTL: quantitative trait locus; CR: cromosoma; GL: grupo 

de ligamiento; DSL: Severidad de la infección de Ascochyta fabae en hojas; DSS: Severidad de 

la infección de Ascochyta fabae en tallo; DSP: Severidad de la infección de Ascochyta fabae en 

vaina;  CO95, CO99 y LO98: Cepas de A. fabae obtenidas en Córdoba (CO) y Logroño (LO). 
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Tabla 2: Principales QTLs para resistencia a Orobanche crenata y Orobanche foetida 

detectados en poblaciones F2 y RIL de habas en los cruzamientos Vf6 × Vf136 y 29H xVf136.  

QTL Localidad y Año 
Cruzamiento 

(Generación) 
CR / GL Referencia 

O.crenata     

Oc1 Córdoba 1997/08 Vf6×Vf136 (F2) LG03 Román et al. 2002 

Oc2 Córdoba 1997/08  VI  

Oc3 Córdoba 1997/08  II  

Oc2 Córdoba 2003/04 Vf6×Vf136 (RILs) VI Díaz-Ruíz et al. 2010 

Oc2 Mengíbar 2004/05  VI  

Oc3 Córdoba 2003/04  II  

Oc3 Córdoba 2004/05  II  

Oc4 Córdoba 2004/05  I  

Oc5 Mengíbar 2004/05  I  

Oc6_C3 Córdoba 2003/04 Vf6×Vf136 (RILs) I Díaz-Ruíz et al. 2009 

Oc14_C3 Córdoba 2003/04  II Satovic et al. 2013 

Oc15_M4 Mengíbar 2004/05  II  

Oc16_C4 Córdoba 2004/05  V  

Oc7 Córdoba 2006/07 29H xVf136 (RILs) VI Gutiérrez et al. 2013 

Oc7 Córdoba 2007/08  VI  

Oc7 Córdoba 2008/09  VI  

Oc8 Córdoba 2006/07  V  

Oc8 Córdoba 2007/08  V  

Oc9 Córdoba 2008/09  I  

Oc10 Kafr El-Sheikh 2007/08  III  

Oc11 Kafr El-Sheikh 2007/08  I  

Oc12 Kafr El-Sheikh2007/08  LG8  

Oc13 Kafr El-Sheikh 2007/08  I  

O. foetida     

Of1 Beja 2003/04 Vf6xVf136 (RILs) I Díaz-Ruíz et al. 2010 

Of2 Beja 2004/05  III  

Of3 Beja 2006/07 29H xVf136 (RILs) V Gutiérrez et al. 2013 

Of4 Beja 2006/07  I  

Of5 Beja 2006/07  LG29  

Oc: Resistencia a Orobanche crenata; Of: Resistencia a Orobanche foetida; QTL: quantitative 

trait locus; CR: cromosoma; GL: grupo de ligamiento. 
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I.4.2. Genómica comparada y sintenia. 

El mapeo comparativo y el análisis de secuencias genómicas confirma que la 

organización de los genes dentro de los genomas ha permanecido muy conservada a 

lo largo de la evolución. Parece que todos los seres vivos están relacionados, 

descienden de un ancestro común y utilizan grupos génicos parecidos para realizar las 

funciones celulares básicas, como los mecanismos de replicación, transcripción y 

traducción. La genómica comparativa hace uso de esta información, permitiendo 

establecer las posibles relaciones estructurales y funcionales entre una especie modelo 

y las especies cultivadas relacionadas, de forma que resulta posible predecir 

caracteres no observados en una especie sobre la base de los existentes en especies 

evolutivamente próximas (Weeden et al. 1992; Menancio-Hautea et al. 1993). De esta 

forma es posible descubrir nuevos genes, conocer las relaciones entre organismos y su 

ambiente, reducir el coste e incrementar la eficiencia en la mejora genética vegetal 

(Phan et al. 2006). Este campo utiliza una amplia gama de técnicas y recursos, 

incluyendo la construcción y utilización de bases de datos que contengan secuencias 

nucleotídicas y aminoacídicas, técnicas citogenéticas de cartografía génica como la 

hibridación in situ fluorescente (FISH) y métodos experimentales (mutagénesis). 

En genómica comparada, sintenia es sinónimo de colinearidad y ambos 

hacen referencia al grado de conservación en el contenido de genes, el orden y la 

orientación de los mismos entre cromosomas de distintas especies o cromosomas no 

homólogos de una misma especie. El desarrollo de especies modelo han permitido 

utilizar la genómica comparada para estudiar enfermedades e interacciones entre 

genes en procesos básicos, transferir información a especies de interés agronómico y 

desarrollar estudios de sintenia a gran escala (Gepts et al. 2005). En leguminosas, la 

transferencia de conocimiento entre especies de interés agronómico está ampliamente 

documentada a partir del uso de marcadores moleculares basados en regiones 

conservadas entre especies (Choi et al. 2004b; Kaló et al. 2004; Zhu et al. 2005; 

Ellwood et al. 2008). 

 

I.4.2.1 Medicago truncatula como especie modelo en leguminosas. 

La importancia de las especies modelo se centra en el origen común de genes 

conservados en diferentes especies a lo largo de la evolución. En biología, el uso de 
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especies modelo es necesario para comprender mejor cualquier proceso biológico. 

Entre sus ventajas respecto a especies cultivadas, están su fácil conservación y 

manipulación en laboratorio, su ciclo de vida corto, su gran número de descendientes, 

la disponibilidad de variabilidad fenotípica y genotípica, la observación fácil de 

fenotipos y la disponibilidad de técnicas de estudio cada vez más desarrolladas. M. 

truncatula junto a L. japonicus fueron considerados en los 90, organismos modelo 

para leguminosas (Cook et al. 1997; Cook, 1999). La presente introducción se 

centrará en la especie modelo M. truncatula, al haber sido la utilizada en este trabajo 

por su mayor cercanía al género Vicia.  

Medicago es una leguminosa que pertenece al filo Galeoide, tribu Trifoliae y 

que presenta todas las ventajas como especie modelo, citadas anteriormente. Se trata 

de una especie diploide (2n=16) (Zhu et al. 2005), autógama, con un genoma pequeño 

(<550 Mb), que produce numerosas semillas y presenta un ciclo de generación menor 

a 3 meses, lo que la convierte en una herramienta muy útil tanto para estudios 

genéticos como genómicos (Cook, 1999, Young et al. 2005). Todas estas 

características la convirtieron en un modelo para estudios de genómica funcional y 

estructural, desarrollándose numerosas herramientas genómicas como mapas 

genéticos saturados (Thoquet et al. 2002; Choi et al. 2004), mapas físicos (Young et 

al. 2005; Mun et al. 2006), bibliotecas de cromosomas artificiales bacterianos (BAC), 

286.176 ESTs (Expressed Sequence Tag), “chips” desarrollados por Afimetrix® o la 

secuenciación de su genoma por un Consorcio Internacional (Young et al. 2011). 

La estrecha relación filogenética entre M. truncatula y otras leguminosas 

como Pisum sativum, Lens culinaris, C. arietinum o V. faba (Figura 11) y el 

desarrollo de herramientas genéticas y genómicas en esta planta convierten a 

Medicago en un organismo muy atractivo para aumentar el conocimiento sobre 

caracteres agronómicos importantes en especies próximas (Denarie, 2002).  

Así, el uso de las herramientas genómicas y moleculares disponibles en la 

planta modelo, permiten no sólo la investigación de los procesos básicos importantes 

en leguminosas, sino también la transferencia de esa información a especies de interés 

agronómico, utilizando lo que se denomina sintenia, es decir, la colinealidad en la 

organización genómica de diferentes especies. Esta colinealidad permite identificar 

genes ortólogos (genes que están presentes en diferentes especies y que proceden de 

un gen ancestral común por especiación), lo que resulta esencial para la predicción 
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fiable de la función de genes de interés en especies donde el conocimiento a nivel 

genómico y transcriptómico es mucho más escaso y complicado de conseguir.  

 
Figura 10. Relaciones filogenéticas de la subfamilia Papilionoideae. Fuente: Zhu et al. 2005. A 

la derecha de las especies está indicado el número cromosómico (N) y el tamaño del genoma 

expresado en Mpb, MA = Millones de años. 

 

En leguminosas, el primer estudio exhaustivo de macrosintenia fue realizado 

por Choi et al. (2004 a y b) que utilizo a M. truncatula como especie modelo y aportó 

la primera representación del grado de sintenia existente entre leguminosas siendo 

bastante elevada dentro de los filos Galegoide y Phaseoloide y disminuyendo al 

comparar leguminosas de diferente filo, aunque persiste un cierto grado de 

conservación. Posteriormente Zhu et al. (2005) aumentaron el número de especies 

estudiadas y modificaron el mapa consenso existente (Figura 11).  

Diferentes estudios han mostrado la colinealidad entre M. truncatula y otras 

especies como con Arabidopsis (Zhu et al. 2003) y las leguminosas: M. sativa (Choi 

et al. 2004a y b); G. max (Mudge et al. 2005); L. angustifolium (Nelson et al. 2006); 

L. japonicus, (Cannon et al. 2006); L culinaris y L. albus (Phan et al. 2006, 2007). La 

aplicación de la sintenia para identificar genes en otras especies ha proporcionado ya 

buenos resultados. Yang et al. (2008) describieron mediante paseo cromosómico 

(“map-based cloning”) un gen de resistencia a anthracnosis en alfalfa utilizando 
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información génica obtenida en M. truncatula. Wang et al. (2008) empleó dos 

mutantes florales de guisante para identificar genes candidatos en L. japonicus. 

Finalmente, Madrid et al. (2012), utilizaron la misma aproximación para caracterizar 

un gen en garbanzo localizado en el pico de un QTL asociado a resistencia a 

Ascochyta blight. Estos artículos ilustran cómo la información genética de las 

especies modelo resulta útil en la identificación y caracterización de genes en otras 

especies cultivadas. 

 

 

 

Figura 11. Mapa consenso simplificado de ocho leguminosas. La figura está basada en la 

publicaciones de Choi et al. (2004b) con modificaciones de Zhu et al. (2005). Mt, Medicago 

truncatula; Ms, Medicago sativa; Lj, Lotus japonicus; Ps, Pisum sativum; Ca, Cicer arinetum; 

Vr, Vigna radiata; Pv, Phaseolus vulgaris; Gm, Glycine max. S y L son el brazo corto y largo 

de cada cromosoma en M. truncatula. Los bloques sinténicos están dibujados a escala 

basándose en la distancia genética.  
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A pesar de las limitaciones citadas anteriormente en V. faba: genoma 25 

veces mayor que la especie modelo M. truncatula, gran cantidad de ADN repetitivo y 

falta de marcadores robustos y transferibles en sus mapas de ligamiento, el desarrollo 

de técnicas moleculares y bioinformáticas junto a la información disponible de 

especies filogenéticamente cercanas, ha permitido el mapeo comparativo con M. 

truncatula, P. sativum y L. culinaris y la identificación de regiones homólogas 

responsables de caracteres agronómicos de interés (Gutiérrez, 2007; Ellwood et al. 

2008; Cruz Izquierdo et al. 2012; Webb et al. 2016).  

 

I.4.3. Genómica Funcional.   

En las últimas décadas, se han desarrollado numerosos marcadores moleculares para 

los más importantes cultivos. Estos marcadores han servido para construir mapas 

genéticos e identificar genes o QTLs para futuras estrategias de MAS. Junto al 

tradicional mapeo de QTLs, recientemente se aplican nuevos enfoques como el 

TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) que permite la 

identificación de una mutación en un gen concreto, el mapeo por asociación o la 

genómica funcional, entre otros (Varshney et al. 2013; Libault and Dickstein 2013; 

Pandey et al. 2016).  

La genómica funcional estudia aspectos relativos a la función e interacciones 

entre genes y proteínas. Mientras los estudios clásicos sólo permitían estudiar la 

variación de la expresión gen a gen, la genómica funcional moderna ha revolucionado 

este proceso. Previamente, para identificar la función y propiedades de una proteína 

se tenía que aislar y sintetizar mediante la predicción de la secuencia de aminoácidos 

a partir de la secuencia de nucleótidos de un gen. Este proceso largo y costoso se ha 

optimizado enormemente con el desarrollo de tecnologías de alto rendimiento (high 

throughput) y métodos bioinformáticos que permiten analizar gran cantidad de genes 

simultáneamente e identificar su función a partir de su secuencia. Este tipo de análisis 

se conoce como análisis transcriptómico global y proporciona una percepción de las 

funciones biológicas del genoma, a través del análisis automatizado de su expresión. 

Para ello se combinan metodologías experimentales de secuenciación a gran escala 

con el análisis estadístico o computacional de los resultados (Hieter y Boguski, 1997).  
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Entre las aplicaciones de la genómica funcional destacan la caracterización 

de transcriptomas específicos de tejidos, el estudio de patrones de expresión génica 

asociados a procesos celulares y el estudio de las alteraciones en los perfiles de 

expresión en procesos patológicos (infecciones). Entre sus métodos de análisis cabe 

destacar: Northern Blot, PCR cuantitativa, differential display, microarrays, el 

desarrollo de librerías substractivas mediante SSH (suppression subtractive 

hybridization), SAGE (serial análisis de la expresión génica) y su versión mejorada 

SuperSAGE y la secuenciación masiva de librerías de cDNA o RNA-Seq.  

Figura12. Estudios y herramientas que engloba el uso de la genómica funcional. 

 

Todas estas técnicas han proporcionado enormes bases de datos de 

secuencias de proteínas (muchas de función desconocida) que han permitido evaluar y 

estudiar la célula o el organismo como un sistema para llegar a comprender mejor los 

procesos biológicos desarrollados en su interior (Mittler y Shulaev 2013). 
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 I.4.3.1. Tecnologías de secuenciación de nueva generación y 

bioinformática.  

En los últimos años han tenido lugar avances espectaculares en la velocidad, 

capacidades y abaratamiento de la tecnología de secuenciación de genomas. Frente a 

la tecnología convencional de secuenciación Sanger, la secuenciación masiva permite 

hoy en día obtener millones de secuencias de ADN a una velocidad sin precedentes y 

a un coste cada vez más reducido. Ello unido a la disponibilidad de análisis 

bioinformáticos a gran escala, está revolucionando los estudios de genómica 

funcional.  

Con la secuenciación de nueva generación (next generation sequencing 

[NGS]), se ha logrado que el número de bases que se pueden secuenciar por el mismo 

precio haya crecido exponencialmente (Egan et al. 2012). Las nuevas plataformas 

pueden secuenciar millones de fragmentos de ADN de forma paralela a un precio por 

base mucho más barato y permiten detectar todos los tipos de variación genómica en 

un único experimento, incluyendo mutaciones puntuales, pequeñas inserciones y 

deleciones y también variantes estructurales tanto equilibradas (inversiones y 

traslocaciones) como desequilibradas (deleciones o duplicaciones). 

Las tecnologías de NGS utilizadas mayoritariamente por la comunidad 

científica son: el 454 GSFlex de Roche, el Genome Analyzer o HiSeq de Illumina y el 

SOLiD de Life Technologies (Varhsney et al. 2009). Difieren en varios aspectos pero 

el esquema principal de trabajo es conceptualmente similar para todas ellas. El ADN 

se fragmenta y mediante ligación se le añaden secuencias adaptadoras a los extremos. 

Los fragmentos de ADN se amplifican clonalmente y se agrupan (clustering) para ser 

utilizados como entidades a secuenciar. La secuenciación se realiza entonces 

alternando ciclos de terminación reversible cíclica (cyclic reversible termination 

[CRT]) donde se utiliza terminadores reversibles para incorporar nucleótidos 

marcados con fluorescencia que a continuación son «fotografiados» en la toma de 

imágenes y posteriormente procesados. Las secuencias cortas producidas por el 

instrumento a partir de los extremos del ADN con los adaptadores se denominan 

lecturas o “reads”. Dichas secuencias son más cortas que las obtenidas mediante el 

tradicional método Sanger, un hecho que dificulta el ensamblaje y análisis de datos. 

Además de secuencia de ADN cortas, estas tecnologías pueden generar archivos de 

datos del tamaño de terabytes (10
12

 bytes) en cada lectura lo que incrementa 
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enormemente los requerimientos de recursos informáticos en los laboratorios de 

secuenciación (Exposito et al 2016).  

Aunque ya se dispone de herramientas bioinformáticas y algoritmos, los 

esfuerzos hoy en día se dirigen principalmente a mejorar la precisión de los 

alineamientos de los datos de distintos laboratorios, por lo que hay necesidad de 

herramientas bioinformáticas o plataformas que faciliten el análisis de la secuencias 

de NGS de modo más eficiente, fiable y fácil. 

Las ciencias informáticas están tomando una relevancia crucial en la NGS ya 

que sus capacidades son esenciales para manejar y analizar una cantidad de datos sin 

precedentes que un ordenador común no puede manejar. Para que un análisis de datos 

tenga sentido biológico se debe incorporar al sistema toda la información relevante 

que exista. Aunque para algunas plataformas ya existen programas para el manejo y 

análisis de datos, las tareas más complejas requieren de una persona con 

conocimientos en bioinformática que pueda integrar la información disponible en las 

distintas bases de datos y los conocimientos en ciencias computacionales. La 

creciente complejidad que representa encontrar información útil en un “laberinto” de 

datos ha generado el desarrollo de técnicas que integran la información dispersa, 

gestionan bases de datos, las seleccionan automáticamente, evalúan su calidad, y 

facilitan su accesibilidad para los investigadores. En este sentido la bioinformática, 

ofrece la capacidad de comparar y relacionar la información genética con una 

finalidad deductiva, ofreciendo respuestas que no parecen obvias a la vista de los 

resultados experimentales. Todas estas tecnologías vienen justificadas por la 

necesidad de tratar información masiva, con enfoques integrados como las requeridas 

en estudios de genómica funcional, o expresión multigénica como los tratados en este 

estudio.  

 

 

 

 

 

 



Capítulo I 

- 30 - 

I.4.3.2. Aplicaciones de la NGS en genética y mejora vegetal. 

Las tecnologías NGS permiten generar recursos genómicos con aplicaciones 

potenciales en genética y mejora incluyendo el desarrollo de marcadores moleculares, 

el mapeo de QTLs y la identificación de genes candidatos. En este trabajo, la 

secuenciación del transcriptoma de genotipos parentales contrastados utilizando NGS, 

ha proporcionado una nueva batería de transcriptos donde se han identificado 

marcadores moleculares basados en SNPs (Figura 13), aumentando en gran medida el 

número de marcadores SNPs localizados directamente en genes. Entre otras 

aplicaciones, estos marcadores pueden ser utilizados para construir mapas genéticos, 

identificar QTLs y comprobar la introgresión de un carácter tras un cruzamiento. 

Marcadores asociados a QTLs que controlan un carácter de interés son útiles en la 

selección de la progenie portadora de alelos favorables a través de la selección 

asistida por marcadores (MAS) y el desarrollo de marcadores diagnóstico. Así, la 

secuenciación de los genes que se están expresando en un momento concreto y en dos 

genotipos que difieren para un carácter, puede ser utilizada para identificar genes 

candidatos implicados o asociados con el carácter. El mapeo de estos genes 

candidatos, junto con el fenotipado de las poblaciones segregantes (RILs) obtenidas a 

partir de los genotipos contrastantes, proporcionan QTLs de expresión (eQTLs) y los 

marcadores asociados a estos QTLs, por lo tanto, pueden llegar a ser marcadores 

perfectos para MAS. Otras aplicaciones importantes de la NGS se encuentran en la 

genética de asociación o genética de poblaciones, donde genomas o mezcla de 

productos de PCR de miles de genes candidatos pueden ser secuenciados en cientos 

de individuos. Los datos de secuencia así obtenidos, pueden ser utilizados para 

identificar SNPs o haplotipos entre genes o genomas para su uso en dichos campos. 

Las tecnologías NGS son también especialmente adecuadas para la resecuenciación 

de genomas, la secuenciación “de novo” de especies sin genoma de referencia, mapeo 

por asociación usando poblaciones naturales así como en genética de poblaciones y 

biología evolutiva (Varshney et al. 2009). 
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Figura 13. Esquema de los estudios de genómica estructural, comparativa y funcional 

aplicados durante el desarrollo de este trabajo de tesis para la saturación del mapa y la 

identificación de genes candidatos de resistencia a jopo y Ascochyta fabae en habas. 
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I.5. Hipótesis y Objetivos. 

 

El desarrollo de marcadores moleculares basados en estudios de genómica estructural, 

comparada y funcional ha abierto una nueva etapa en los programas de mejora 

tradicionales. El objetivo general de esta tesis ha sido aplicar distintas herramientas 

genómicas para identificar genes candidatos y posibles rutas metabólicas implicadas 

en la resistencia a jopo y Ascochyta en habas y facilitar el desarrollo de marcadores 

para la selección asistida por marcadores o MAS.  

 

Para ello se han abordado los siguientes objetivos concretos: 

 

1. Empleo de herramientas de genómica estructural y comparada (sintenia) para 

mejorar los mapas genéticos disponibles, desarrollar un mapa consenso del 

cultivo (Anexo I), refinar la posición de QTLs de interés e identificar 

marcadores ligados, útiles en selección (Capítulo II). 

 

2. Ampliar los datos genómicos del cultivo mediante la caracterización de un 

nuevo transcriptoma derivado de las líneas parentales 29H y Vf136 

sometidas a la infección por el hongo Ascochyta fabae (Capítulo III). 

 

3. Genotipado de SNPs presentes en transcritos mediante plataformas de 

genotipado masivo, mapeo y análisis de QTLs a fin de identificar candidatos 

que colocalicen o saturen QTLs de resistencia estables (Capítulo IV). 
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Saturación de los mapas de habas disponibles 

mediante herramientas de genómica 

estructural y comparativa (sintenia). 
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II.1. INTRODUCCION. 

 

Vicia faba es una especie diploide (2n = 2x = 12) con uno de los genomas más 

grandes entre las leguminosas (~ 13.000 Mb) y con más del 85% de ADN repetitivo 

(Flavell et al. 1974). El gran tamaño de su genoma y el desconocimiento de su 

secuencia dificultan la saturación de sus mapas genéticos y la identificación de 

marcadores ligados a caracteres de interés. En consecuencia, el desarrollo de nuevas 

variedades utilizando nuevas tecnologías como la mejora asistida por marcadores 

(MAS) no es posible y en la actualidad el desarrollo de nuevas variedades requiere un 

proceso más largo y complejo que en otros cultivos con más recursos genómicos. 

La integración de distintas herramientas y metodologías como el análisis 

genético mendeliano, la elaboración de mapas genéticos saturados y la secuenciación 

de genomas, ha revelado la existencia de ordenaciones lineales de genes localizados 

en distintas regiones cromosómicas, que se encuentran conservadas entre especies 

más o menos próximas filogenéticamente (Zhu et al. 2005). Esta colinealidad se 

denomina sintenia y permite identificar genes ortólogos (genes que están presentes en 

diferentes especies y que proceden de un gen ancestral común por especiación), lo 

que resulta esencial para la predicción fiable de la función de genes de interés en 

especies donde el conocimiento a nivel genómico y transcriptómico es mucho más 

complicado. En este contexto se sitúa lo que se conoce como genómica comparativa 

que se centra en el estudio de las similitudes y diferencias en la estructura, 

organización y función de los genes entre genomas de distintas especies; de forma que 

resulta posible predecir caracteres no observados en una especie sobre la base de los 

existentes en especies evolutivamente próximas (Zhu et al. 2005). Asimismo, es 

posible utilizar la información surgida de la secuenciación de especies modelo para la 

identificación y caracterización de genes en otras especies de interés. Tanto la 

información posicional obtenida de los mapas genéticos como la información 

funcional pueden ser utilizadas para la mejora de especies de interés agrícola con 

menos avances genómicos. 

Los primeros mapas comparativos se desarrollaron entre especies de la 

familia de las solanáceas. Bonierbale et al. (1998) demostraron que marcadores de 

cDNA estaban en gran medida alineados en 12 de los cromosomas de tomate y patata, 

mientras que en pimiento se observaba una mayor propensión a la reordenación. Los 

estudios realizados en la familia de las gramíneas son quizás los más desarrollados. 
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Empleando RFLPs (restriction fragment length polymorphism) desarrollados en una 

especie, se crearon mapas genéticos en especies cercanas y se desarrollaron mapas 

comparativos entre más de 7 especies de gramíneas (Devos y Gale, 1997). Ello 

demostró que el número y orden de los genes en estas especies está muy conservado. 

En leguminosas, las herramientas genómicas desarrolladas en la especie modelo 

Medicago truncatula han permitido no sólo la investigación de sus procesos básicos, 

sino la transferencia de esa información a especies de interés agronómico (Figura 1), 

utilizando lo que se denomina sintenia, es decir, la colinealidad en la organización 

genómica de diferentes especies (Choi et al. 2004 a; b; Nelson et al. 2006; Phan et al. 

2006; 2007; Zhu et al. 2005). Algunos ejemplos incluyen la comparación de M. 

truncatula con alfalfa, guisantes, garbanzos, soja, frijol, mungo, lentejas, altramuces y 

habas (Choi et al. 2004, 2006; Kaló et al. 2004; Zhu et al. 2005; Nelson et al. 2006; 

Phan et al. 2006, 2007 b; Aubert et al. 2006; Ellwood et al. 2008; Nayak et al. 2010; 

Cruz-Izquierdo et al. 2012 y Satovic et al 2013). 

 

 

Figura 1. Representación esquemática de bloques de sintenia entre cromosomas y segmentos 

cromosómicos de M. truncatula (Mt) y leguminosas grano tradicionales; Guisante (Pisum 

sativum, Ps), habas (Vicia faba, Vf), garbanzo (Cicer arietinum, Ca) y lentejas (Lens culinaris, 

Lc). Las barras que representan las regiones cromosómicas homólogas de Medicago y guisante 

se muestran con la misma intensidad o patrón de grises. Las flechas indican la orientación de 

los cromosomas (brazo corto - brazo largo) en el caso de Medicago. Los bloques en habas, 

garbanzo y lenteja están representados por barras en blanco. Las barras no reflejan los tamaños 

relativos de los segmentos cromosómicos o cromosómicos y los puntos de rotura de los 

cromosomas se indican de modo aproximado. Fuente: Kalo et al. 2011 con modificaciones. La 

figura integra datos de Choi et al. 2004, Kaló et al. 2004, Zhu et al. 2005, Nelson et al. 2006, 

Phan et al. 2006, Ellwood et al. 2008, Nayak et al. 2010, Cruz-Izquierdo et al. 2012 y Satovic et 

al. 2013. 
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Los primeros marcadores empleados en los mapas de habas, al igual que en 

otras especies de leguminosas, eran anónimos (ej. RAPDs o Random Amplified 

Polimorphic DNA) y difíciles de transferir entre laboratorios y/o mapas genéticos. Sin 

embargo, el empleo posterior de marcadores desarrollados en secuencias expresadas, 

como los ESTs (Expressed Sequenced Tags), permitió establecer un marco mundial 

de genómica comparada entre las leguminosas (Frugoli y Harris, 2001). Los ESTs son 

herramientas esenciales en la búsqueda de un gen de interés. El valor de dichas 

secuencias fue expuesto por primera vez por Adams et al. (1991) al argumentar que 

serían la forma más eficiente y rentable de etiquetar la mayoría de los genes de un 

organismo, mucho antes de que su secuencia completa estuviera disponible. Este tipo 

de marcador tiene el atractivo adicional de centrarse sólo en las partes más 

conservadas de los genomas y en secuencias que probablemente tienen una 

importancia funcional. Por lo tanto, los EST pueden ser utilizados como una fuente 

para la identificación de genes candidatos y QTLs implicados en el control de 

caracteres deseados. Dado que las estructuras genómicas están altamente conservadas, 

el mapeo de genes candidatos de especies modelo podría ayudar a identificar los 

genes responsables en otros cultivos (Pflieger et al. 2001; Gao et al. 2004).  

Pese a las perspectivas descritas, los resultados de distintos estudios han 

suscitado cuestiones sobre la naturaleza predictiva de los mapas comparativos. Kilian 

et al. (1997) fueron los primeros en intentar clonar un gen en una especie basándose 

en la posición detallada y la información sobre su secuencia (microsintenia) en una 

región homologa en otro género. Aunque los segmentos cromosómicos en cebada 

(Hordeum vulgare) y arroz (Oryza sativa) eran claramente homólogos en la región 

portadora de gen de resistencia a la roya del tallo en cebada (Rpg1), el gen 

responsable no pudo identificarse en el lugar previsto en arroz. Este estudio mostro 

las limitaciones de la aplicación de mapas comparativos para el aislamiento de genes, 

aunque es evidente su utilidad para saturar regiones homólogas en especies 

relacionadas.  

Un creciente número de estudios en leguminosas empleando marcadores 

ESTs, ha demostrado la extensa sintenia existente entre especies modelo y cultivadas 

(Zhu et al. 2005; Choi et al. 2004, Kaló et al. 2004, Nelson et al. 2006, Phan et al. 

2006, Ellwood et al. 2008, Nayak et al. 2010; Satovic et al 2013). De hecho, la 

aplicación de la sintenia a la identificación de genes en especies no modelo está 

comenzando a dar resultados. Así, Yang et al. (2008) describieron mediante paseo 
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cromosómico (“map-based cloning”) un gen de resistencia a anthracnosis en alfalfa 

(M. sativa) utilizando información génica de M. truncatula. Wang et al. (2008) 

identificaron un gen candidato responsable de dos mutantes florares de guisante, 

usando información genómica de otra especie modelo, L. japonicus. Estos artículos 

ilustran cómo la información genética de las especies modelo resulta útil en la 

identificación y caracterización de genes en especies cultivadas. 

Con este trabajo se pretende contribuir al desarrollo del mapa consenso en 

habas que pueda ser de utilidad para saturar regiones específicas e identificar genes 

responsables de la variabilidad de caracteres de interés mediante la estrategia de genes 

candidatos. Los objetivos concretos fueron:  

 

1. Saturar los mapas desarrollados en las poblaciones RILs de dos 

cruzamientos (29H x Vf136 y Vf6 x Vf136) de habas que segregan para 

resistencia a Ascochyta y jopo con marcadores génicos o ESTs procedentes 

de diferentes leguminosas. 

2.  Actualizar y refinar la posición de QTLs que controlan la resistencia a 

ambos patógenos, identificados en estudios precedentes. 

3. Construir un mapa de referencia para integrar la información genómica 

disponible por el grupo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Capítulo II 

- 39 - 

II.2. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

II.2.1. Material vegetal. 

Se emplearon dos poblaciones de líneas recombinantes (RILs) de habas, derivadas de 

los cruzamientos Vf6 x Vf136 y 29H x Vf136 formadas por 165 y 119 individuos, 

respectivamente. Los parentales femeninos Vf6 y 29H han sido descritos como 

resistentes a Ascochyta fabae en varios estudios (Tívoli et al. 1998; Maurin et al. 

1992; Bond et al. 1994; Sillero et al. 2001) y susceptibles a jopo. El parental 

masculino Vf136 pertenece a la colección de germoplasma del Centro IFAPA 

Alameda del Obispo de Córdoba (España). Vf136 es resistente a jopo y susceptible a 

Ascochyta (Román et al. 2003; Díaz-Ruiz et al. 2009, 2010; Ávila et al. 2004; 

Gutiérrez et al. 2013) y procede de la selección realizada en Córdoba en la 

descendencia del cruzamiento de Vf1071 x Alameda (Cubero et al. 1992). Vf1071 

deriva, a su vez, de la línea egipcia F402 fuente primaria de resistencia a este 

patógeno.  

 

II.2.2. Análisis de marcadores moleculares. 

 

II.2.2.1. Extracción de ADN genómico. 

La extracción de ADN genómico se realizó a partir de hojas tiernas tanto de 

parentales, como de individuos de las poblaciones RIL, siguiendo la metodología 

descrita por Torres et al. (1993), y que se detalla a continuación. 

Cada muestra se colocó en un mortero con nitrógeno líquido y se trituró con 

un mazo en la campana extractora. Se añadió 1 ml de tampón de extracción (CTAB) 

modificado con mercaptoetanol (0.4%) y una pizca de bisulfito sódico. En tubos 

eppendorf de 1.5 ml se mezclaron 100 µl de cloroformo : octanol (24:1) y el 

contenido de los morteros. Las muestras se incubaron al baño maría a 65ºC durante 30 

minutos y se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 15 minutos. A cada tubo 

se le añadió 1 ml de cloroformo : octanol y se agitó hasta obtener una emulsión 

homogénea, la cual se centrifugó durante cinco minutos a 7000 revoluciones por 

minuto (rpm). El sobrenadante se depositó en tubos eppendorf, y se añadió 1 ml de 

etanol (95%). Las muestras se colocaron en un congelador a –20ºC durante 10 

minutos. En una nueva tanda de tubos se depositó 1 ml de etanol al 75% (0.2 M Na-

Acetato), en los que se lavan los filamentos de ADN recogidos con una pipeta pasteur 
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a modo de gancho. Tras 5-10 minutos de lavado disolvimos el ADN en tampón TE 

(EDTA) pH 8. Finalmente, la digestión de ARN se realizó añadiendo 0.7 unidades de 

RNAsa y manteniendo las muestras a 37ºC un mínimo de tres horas. La solución 

stock fue guardada en un congelador a -80ºC.  

En un espectrofotómetro (UV-Visible Spectrophotometer, Model Evolution 

500) se determinó la concentración de ADN y se realizó la dilución del ADN stock 

hasta concentraciones de trabajo de 30 ng/µl (29H x Vf136) y 50 ng/µl (Vf6 x 

Vf136). 

 

II.2.2.2. Análisis de ESTs (Expressed Sequence Tags) y UniTags. 

Se analizaron 116 marcadores ESTs procedentes de guisante (Pisum 

sativum), M. truncatula, lenteja (Lens culinaris), garbanzo (Cicer arietinum) y habas 

(V. faba). El número y origen de cada uno de ellos se describe a continuación:  

 

- 22 marcadores genotipados en la población Vf6 x Vf27 de habas 

(Ellwood et al. 2008; Cruz-Izquierdo et al. 2012) con el objetivo de 

disponer de marcadores comunes en los distintos fondos genéticos 

implicados en los cruzamientos. 

- 12 marcadores relacionados con la resistencia a A. fabae en guisante 

(Prioul et al. 2007). 

- 23 marcadores de M. truncatula (Choi et al. 2004) seleccionados por 

situarse en regiones homólogas a los cromosomas II, III, V y VI de 

habas portadores de QTLs importantes y estables que controlan la 

resistencia a A. fabae (II y III), jopo (II y VI) y la precocidad en 

floración (V). 

- 18 UniTags diferencialmente expresados tras el análisis con SuperSage 

de la interacción Ascochyta-lenteja (García et al 2012; 2016). 

- 24 UniTags diferencialmente expresados tras el análisis con SuperSage 

de la interaccion Ascochyta-habas validados por qPCR (Madrid et al. 

2013). 

- 14 marcadores asociados al QTL3 y GL2, de garbanzo asociados con la 

resistencia a Ascochyta rabiei.  

- 3 marcadores de garbanzo ligados al carácter fecha de floración. 
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Para cada cebador se probó su amplificación y posible polimorfismo entre 

los parentales (29H, Vf6 y Vf136) y cinco individuos de las dos poblaciones RIL (Vf6 

x Vf136 y 29H x Vf136). En caso de mostrar polimorfismo el marcador se genotipó 

en el resto de la población.  

La mezcla de reacción para la amplificación del ADN de los diferentes 

cebadores se detallada en la Tabla 1.  

 

         Tabla 1. Mezcla de reacción de PCR para los diferentes marcadores. 

Mezcla de Reacción µla µlb µlc 

ADN 2 2 2 

Buffer (10x) 2 1 1 

MgCl2 (25 mM) 0,8 0,4 0,5 

dNTP (10 mM) 1,6 0,2 0,4 

Cebador Fw (10 µM) 0,6 0,2 0,4 

Cebador Rev (10 µM) 0,6 0,2 0,4 

Taq polimerasa (5 u/ µl) 0,2 0,04 0,05 

Agua estéril  14,2  5,96 5,25 

Volumen final 22 10 10 

         (a) ESTs Ellwood et al. 2008, Prioul et al. 2007, Choi et al. 2004. 

         (b) UniTags de lenteja. 

         (c) UniTags de habas (Madrid et al. 2013) y marcadores de garbanzo. 

 

Las condiciones de amplificación se optimizaron probando distintos 

parámetros hasta obtener amplicones claros, variando la temperatura de hibridación 

en función del cebador utilizado (Tablas 2-5). La reacción de amplificación se realizó 

en termocicladores PCR Eppendorf AG® y BIO-RAD T100. Todos los marcadores se 

visualizaron en geles de agarosa al 2%, con una mezcla de NUSIEVE y SEAKEM en 

buffer 1xTBE. La electroforesis se inició a 80 V y transcurridos 5 minutos, los geles 

se cubrieron de tampón y se incrementó el voltaje a 150 V. La tinción del gel se 

realizó en 250 ml de agua destilada con 3 µl de bromuro de etídio. Pasados 20 

minutos de tinción, se observaron las bandas con luz ultravioleta y se fotografiaron 

los geles. 
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Tabla 2. Condiciones de amplificación de PCR para marcadores ESTs. 

Fase Temperatura (ºC) Tiempo (min) Ciclos 

Inicio 95 5  

Desnaturalización 95 1 
 

Hibridación* 50-60 1 X 40 

Extensión 72 2 
 

Extensión final 72 8 
 

Enfriamiento 4 ∞ 
 

* La temperatura de hibridación se cambió de acuerdo al cebador utilizado. 

 

Tabla 3. Condiciones de amplificación de PCR para marcadores UniTags de lenteja. 

Fase Temperatura (ºC) Tiempo (min) Ciclos 

Inicio 94 5´  

Desnaturalización 94 30´´ 
 

Hibridación* 48-55 30´´ X 35 

Extensión 72 2´ 
 

Extensión final 72 10 
 

Enfriamiento 4 α 
 

* La temperatura de hibridación se cambió de acuerdo al cebador utilizado 

 

Tabla 4. Condiciones de amplificación de PCR para marcadores UniTags de habas. 

Fase Temperatura (ºC) Tiempo (min) Ciclos 

Inicio 95 5´  

Desnaturalización 95 30´´ 
 

Hibridación 55 30´´ X 40 

Extensión 72 30´´ 
 

Extensión final 72 10 
 

Enfriamiento 4 α 
 

 

Tabla 5. Condiciones de amplificación de PCR para los marcadores de garbanzo (ein3, avr y 

agr). 

Fase Temperatura (ºC) Tiempo (min) Ciclos 

Inicio 95 1´  

Desnaturalización 95 30´´ 
 

Hibridación* 48-62 30´´ X 35 

Extensión 72 1´ 
 

Extensión final 72 7´ 
 

Enfriamiento 4 α 
 

* La temperatura de hibridación se cambió de acuerdo al cebador utilizado 
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Las características de todos los marcadores analizados se detallan en la 

Tabla 6 (a-e). Dependiendo del tipo de polimorfismo observado entre los parentales, 

se emplearon distintos métodos para genotipar su correspondiente población. Cuando 

las parejas de cebadores revelaban diferencias de peso molecular (>10pb) el 

polimorfismo ALP o “Amplicon Lenght Polymorphism”, se genotipo directamente 

en geles de agarosa al 2%.  

Los productos que resultaban monomórficos, se digirieron inicialmente con 

la enzima que estuviera descripta para dicho marcador en cada uno de sus estudios 

previos, y si aun así, el marcador resultaba monomórfico se digería con una batería 

de 10 enzimas de restricción que reconocen secuencias de 4 a 5 pb (Tabla 7). La 

digestión se realizó con 2 unidades (0,2 µl) de cada enzima en un volumen final de 

25 µl. Los otros componentes fueron 12 µl de agua destilada estéril, 2,5 µl de buffer 

específico para cada enzima y 5-10 µl de producto amplificado de PCR. La 

incubación se realizó durante 12 horas en una estufa a 37ºC. El polimorfismo se 

observó cuando la banda inicial origino dos bandas de menor peso molecular, 

obteniendo un marcador conocido como CAP (Cleaved Amplified Polymorphism).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Tabla 6 (a). Marcadores moleculares analizados en las poblaciones RILs de los cruzamientos Vf6 x Vf136 y 29H x Vf136 de V. faba. 

 

Marcador Referencia Origen Forward primer sequence Reverse primer sequence 

Anmts 37 Ellwood et al. 2008 V. faba GATTCCAGCATTCTTGTGTCGCC CATCCACTCCAAGTTACGTGGATC 

cgP137FSNP  Ellwood et al. 2008  V. faba TGTTAACCTCAGTTACTGCAACAGA AGGATGCAATCAAGCATATATCTTGA 

CP450  Ellwood et al. 2008  V. faba AGTGTGAGATCAATGGTTATGTGATC CATCATCACCTTTCAATATTTGTCC 

CPCB2 Ellwood et al. 2008  V. faba AGAAAGAGTGAAGTCTGTGGATCTACATC GGATGAACAGCCACACACCTAATGTAATC 

Mtmt_Gen_00733_03_3  Ellwood et al. 2008  V. faba TGGGAAGAAAAGTGCTGCTT GCCTCGTTAATTGGTCTTCG 

GLIP 99  Ellwood et al. 2008  V. faba ACAAGCAACCATGTTGGACA GAGCAGATCACCTCCTGGAC 

Mtmt_Gen_00510_01_1  Ellwood et al. 2008  V. faba GTCAAGCTTGGGTGAATGGT TTGGATGCTTTCAACCATGA 
Mtmt_Gen_01017_03_1  Ellwood et al. 2008  V. faba ATTGACTGCTGTGGTGGTGA CTTGCCCAATGGAAAGAAAA 

Mtmt_Gen_01115_02_1  Ellwood et al. 2008  V. faba ATGAGCAAAGAAAGGCCAAA TACCAGCACGTGGTTGATGT 

Mtmt_Gen_01965_03_1  Ellwood et al. 2008  V. faba TTGTTGCAAGCAATGGAGAG AAGAAGGCCAAGCAAGTTGA 

GLPSNP  Ellwood et al. 2008  V. faba GACTCAACACACTTGGTATATCTTTGGCTC TTATCCACTTGAAAGGCTTTGGTGAGAAC 

HYPTE3SNP  Ellwood et al. 2008  V. faba TCGTCTCATGGTGGAATCGTGATGGT TTCCTCCTTTAAACAAGCAAATTGGA 

Lg 33  Ellwood et al. 2008  V. faba GCTGATATGAGGCGCGAAAGTG GCCCCGCAGAGGGCAGAGG 

Lg 34  Ellwood et al. 2008  V. faba TGCCCTCTGCGGGGCAGG TTCTCCTCAGCCTCCCGTCG 

Lup 36  Ellwood et al. 2008  V. faba CTGATATCCATTCACCTCAAG AACACCTGGAAGTCCAACTA 
PESR1  Ellwood et al. 2008  V. faba ACAAGCCTAGAAAATCCATTC CGATATGAGTGTACTCAATTTGTGGTC 

RBPC_0SNP  Ellwood et al. 2008  V. faba CCCCATCATGATGAGTGCTGGAGA TTGAGAAATCGTTACCGGTGACAATGATG 

REPSNP  Ellwood et al. 2008  V. faba GCCAATTTCCTCGTCGCTACTTC GCTAAAAGATTCATCTCCGGTATCCA 

UNK 28  Ellwood et al. 2008  V. faba GTAGATTCAATTCAAGTGCGAAAGGCTTTC TACCAACCCATCAATGTTCTTCTAACTTTG 

PsPRP 4A   Prioul et al. 2007  P. sativum ACATACAATAACTACAACCC TCTCACTGTTACCTGAGCTCC 

DRR 230 b   Prioul et al. 2007  P. sativum ATGGAGAAGAAATCAMTAGC GTGCGCTTTGTTYYTRCAGTG 

Hmm6   Prioul et al. 2007  P. sativum GGAGATATGTTCAAGTCTGT AGCAGTTCTTTCTAATGTACTC 

IJB174   Prioul et al. 2007  P. sativum GACGACTCTTGCTACTGC ATGAAGTAGATGAGGTAT 

IJB91   Prioul et al. 2007  P. sativum GACGACTCTTGCTACTGC TGAGGGAGACGGATCGGG 

Peachi 21   Prioul et al. 2007  P. sativum CTTTCCCCAACTTCGCCAATAA TAGTCGAGAATGAAATGGTCTGAGA 

 



 

 

Tabla 6 (b). Marcadores moleculares analizados en las poblaciones RILs de los cruzamientos Vf6 x Vf136 y 29H x Vf136 de V. faba. 

 
Marcador Referencia Origen Forward primer sequence Reverse primer sequence 

PsDof 1   Prioul et al. 2007  P. sativum AAGCCTCAGCCGGAACAAGC TCCATTTCCAAGGAATAAACC 

PsMnSOD   Prioul et al. 2007  P. sativum  GCTCTCGAACAGCTTCACGAT CTTTGGTGGTTCACCACCTCC 

RGA2.97   Prioul et al. 2007  P. sativum  TTAGGAACGAGGGAGCATAG ATTCTTTAGCCATTTCACGC 

RGA2P   Prioul et al. 2007  P. sativum GCTACTGCTTTGTATGCTA TCTTTTGTCAAGTATTAGTAA 

RGA3P   Prioul et al. 2007  P. sativum AGACGACTCTTGCTACTG GAGAGGAACTTGGTAAAC 

RGA-G3A   Prioul et al. 2007  P. sativum  GTATGCTAGAATCTCTAATCA TGTCAAGTATATGTAACCACTC 

Pis_Gen_6_3_1 Cruz-Izquierdo et al. 2012  P. sativum CTCCCTGCACCTTCTCTGTC ATCAAAGTTGTCTCCGACCG 

psat_Est_00190_01_1 Cruz-Izquierdo et al. 2012 P. sativum GGGAACCTCTTGATCCCAAT CAGGTTGTTGAAGCTCCTGA 

mtmt_GEN_01114_05_1 Cruz-Izquierdo et al. 2012 M. truncatula CTGGAGGGATGATGACTGGT TTGTAGAGCCATTGTCACGC 

CAK Choi et al. 2004 M. truncatula TTCAACCCCTCTGCGAACC CATCTATAGCAATTGCTGTTGTCATCT 

CysPr 1 Choi et al. 2004 M. truncatula GAGAATTCAAAGAAGAAATTAAGACAAAGA GAAGAATTCATGGGGAGCAAAGT 

DNABP Choi et al. 2004 M. truncatula CCCTATGAGCTTGGGTTTGTCT CTCATGGCATACGTGTTCAGC 

DSI Choi et al. 2004 M. truncatula CCAAGACATCTTTGGTTTCATCC ACTGCAGAATCACTTGCCGAGTT 

ENOLB Choi et al. 2004 M. truncatula TTCCATCAAGGCCCGTCAGA TTGCACCAACCCCATTCATT 

EPS Choi et al. 2004 M. truncatula GCTGTTGTGGAAGGCAGTGG ACGACATACGGAACAGAAATCAGT 

EST 718 Choi et al. 2004 M. truncatula CGGCGGCATGCTTAGTGG TCTTGGAATGCCTTTGAATGAATA 

EST 948 Choi et al. 2004 M. truncatula GCAGGGGTTTCGCTCCAGTG AACTTAATGAATGATTGGAAGGTTTAGCG 

HYPTE_116 Choi et al. 2004 M. truncatula AACACAGAGGTAGCGTTTGGTTTAT TCGGGTCAAGATCTCGTTCAA 

KCOAT Choi et al. 2004 M. truncatula TGCTACTGCGGGTGGTAGATTTA CTCCAGCACCATCACTCACCT 

MPP Choi et al. 2004 M. truncatula TCCCCGAAACAATCCTCATCTG GCAAATGTGTAGCCCCAAAAGTTA 

PCT Choi et al. 2004 M. truncatula TTGGCAAAAACGATAAACCTGT CACGGCACATCTGGAATAACTT 

PRTS Choi et al. 2004 M. truncatula CATAGCTACTTGATCTGAAAACTTGACA TGGTGAACTTCACTACCATTACAACC 

RNAH Choi et al. 2004 M. truncatula GCTTCCACCAGCTGATACACG TTAGCCCTAGCAAGAATGTCACTG 

Te001 Choi et al. 2004 M. truncatula CGGCGCCGGAGATTACACTG AATCACAAACCCACCCAACATCTG 

 



 

 

Tabla 6 (c). Marcadores moleculares analizados en las poblaciones RILs de los cruzamientos Vf6 x Vf136 y 29H x Vf136 de V. faba. 

 
Marcador Referencia Origen Forward primer sequence Reverse primer sequence 

TE-011 Choi et al. 2004 M. truncatula GGAGAGAAACCGGACTGAAGAAACA CAAGAAGAAGCCCTAGTCCTCCATT 

Te013 Choi et al. 2004 M. truncatula TCCGCATGTACGAGTTCAAGATAAG AAATCACAAACCCACCCAACATC 

TE-016 Choi et al. 2004 M. truncatula TCCCCAGGCCTTACAAGATGATTAT AAACACTCCCACGTCGCACTAAG 

TUP Choi et al. 2004 M. truncatula GAATGGGATGCTATGGGAAGTG TGGATCAGTGGCACCATCTTTAT 

UDPGD Choi et al. 2004 M. truncatula CAAAAGCGTTTCATCACTCATCTCT ATCGTCAAGGCCAGGTTCATAG 

UNK16 Choi et al. 2004 M. truncatula CCTTCCAATATCCCTCCCACAT GAAGAAAATGATGAAAAGCCAAAAG 

UNK21 Choi et al. 2004 M. truncatula TCGCCTCCATGTCCACCTC CGGCCTTGCTAAATCAGTCAG 

UNK3 Choi et al. 2004 M. truncatula CACCGGAAATTCAACAGCAAC GACCTAGGCAACACAACTCCATTA 

Ein3Fw2 Madrid et al. 2014 C. arietinum TGCTCAACACCCTCTTGTCTCTCA  TGGCCGTCTTCGGGAACTCCA 

Ein3Fw3 Madrid et al. 2014 C. arietinum TTCAGTGCATAAAGAGGTCCGCC  TGGCCGTCTTCGGGAACTCCA 

Ca2_Avr9 Madrid et al. 2014 C. arietinum GACTCGCCACTCACTGACTCATCC  CGCCGTCAACTGATCCACCGTC 

Ca2_Ago Madrid et al. 2014 C. arietinum  GGCGTCCTGTTGAAGGGAAGGG  CAATGGGCACGTAAGTTGGCCT 

P00023 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  TGAAGCACCATCAGAAACCA TGGCACAGATGTGTCCTCTT 

P00042 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  TTGGCTCCACCCTATGATTC CGTGGCGTAACCCTAAAGTG 

P00043 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  GGCTCGCTCTTTCACTAACG TCTGGAACCCATGAAACCTT 

P00046 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  TATCTTCGTCGCAACCGTTA TGCCCCGCTCAAAATAGTTA 

P00053 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  TCATGGTGAAGACTGGCATC TTGTCGATATCTCCACCAAACA 

P00073 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  GTTAGTTGCTTCCGGCTCAG TGCGGTAATCAAATGGACAA 

P00075 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  CCCTCTTCCACCCTTCCTAC GTTGGATCAGGTTTGCCAGT 

P00084 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  TTGAATCAGCTTCCGCTTTT AAGCAGCAAAGACCCTAGCA 

P00087 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  AGCTCTTGATTTGGCTTCCA AGCAGCAGGTGCAGTTTCTT 

P00088 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  TTGGATGCTGCTAAGACTTTTC TTTCTTTTACATGTTTCGCTATCAA 

P00098 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  AAGATCGTGAAAGGGCTCAA GCTTCCACCAGCATTATTCC 

P00179 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  CGTTGAATTCGCAACTCGTA GGTTTCGCAGTTCTTTCAGC 
P00260 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  TATGGCTATGCTGCTCCTGA GTTTGGCCCATTCGATTAAA 



 

 

Tabla 6 (d). Marcadores moleculares analizados en las poblaciones RILs de los cruzamientos Vf6 x Vf136 y 29H x Vf136 de V. faba. 

 
Marcador Referencia Origen Forward primer sequence Reverse primer sequence 

P51982 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  ATAATGCCGGTAATGCTGCT AGACGAGCATCAGCTGGAAC 

P52010 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  CCTCTTGGACTGCTCGTCTC CCATTGGATGCTCTTCATCA 

P52014 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  CATGCAGCAAGGTTTGACAT GCCTGAGCCGTCAAAGTT 

P52052 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  CATGGCTAACATCCAGAAGAAA CCACTTTTCTTGAGGCCAGA 

P52059 García et al. 2012; 2016.  L. culinaris  ATGACAGCAACGTCGTTTGA AAAACTTTGGTTGAACAAGAACG 

ERTF Madrid et al. 2013  V. faba GAGTCCAACAAGGGTGGGGTCCA ATGGATGCGCCATGGCTAAAATGTC 

HSP Madrid et al. 2013  V. faba TGGAGTTCAAGCGAATGGCAATGGAG AGAACACCATCTCTAACCAGTGCCT 

Leu-TF Madrid et al. 2013  V. faba AGCCTACAACCATGACACAACTCCTT GCGGCTGCTGATCAGGCCAT 

P450 Madrid et al. 2013  V. faba GCCTTTTGGTTTTGGAGGGAGAGCA GAGGAAGTCCATGACTAGGTCTAAGGG 

WRKY58 Madrid et al. 2013  V. faba GAGGAGTGTTCTCGCGGACGA GCTGAAATCAGAAAACACCCCAAAACC 

b-ZIP Madrid et al. 2013  V. faba ATTCCCCACCGGCCGCTTCT ACACCCACACGTGTAACCCTCCA 

Tag 1 Madrid et al. 2013  V. faba AGGCTGCAAGTACCAGAGAACACTA ACTCAGAAACTGTGTGTAGAGTGTGGC 

bcl2 Madrid et al. 2013  V. faba ACCCGCCCGGCAAGTCTATCA AGGACAAATCAAAGCTAGTGCTAGTGG 

SerK Madrid et al. 2013  V. faba TGTCACCCAATCCACTTGCCAATAGC TGACGGAGCGTCATCAGTGTTC 

AKR Madrid et al. 2013  V. faba CAGCTGAAGTCATGGCAGGCA AACAAGTAACTGGTGTGTTAGCTGCAT 

ATP-Dep Madrid et al. 2013  V. faba GCTTCATCCGCTATGTTCTCCCC ATGATAGTCTACGGTATGAGGCACCTG 

SerP Madrid et al. 2013  V. faba TGTTTCGCGGTTCACCACCTCC TGACTGCACCTCCTCCTCTTTCAG 

U-box Madrid et al. 2013 V. faba GAAGGCCAACAGTATTCTCGAGAGGC TCTCACTCACTAAGCACTCACTAAGCA 

ERTF-Rev2 Madrid et al. 2013  V. faba GAGTCCAACAAGGGTGGGGTCCA GCAGAAAGGGGATTCTCCTGTGG 

AKR-Fw2 Madrid et al. 2013  V. faba CAGCTGAAGTCATGGCAGGCA GCGGCGGAACACTCTCAGGA 

HSP-Fw2 Madrid et al. 2013  V. faba TGGAGTTCAAGCGAATGGCAATGGAG GGCAAAGCAGCATCAGTTGCCA 

Bcl2_Rev2 Madrid et al. 2013  V. faba ACCCGCCCGGCAAGTCTATCA  TGGGAGATGAGGCCAGGTGGA 

bZip-Fw2 Madrid et al. 2013  V. faba ATTCCCCACCGGCCGCTTCT AGCCCCAAATTCTGGCCTCCG 

qPCR1 Madrid et al. 2013  V. faba TGGCTGGGATTGCAATATCAACAGGAC TCGTATTGGAGCTTCGCAAGTTTCTCT 

qPCR-3 Madrid et al. 2013  V. faba GCTGACGCCATGGTCACTTGGG AGCAGCAACCTCAGAAGCTTTGGT 



 

 

Tabla 6 (e). Marcadores moleculares analizados en las poblaciones RILs de los cruzamientos Vf6 x Vf136 y 29H x Vf136 de V. faba. 

 
Marcador Referencia Origen Forward primer sequence Reverse primer sequence 

qPCR-4 Madrid et al. 2013  V. faba GGGACTCCTAAGAGGCCTAATGGACC TGTCTCTCAATTTCAGGACCTGGCT 

qPCR-6 Madrid et al. 2013  V. faba GAGGCTTATGGCTGTGGCTGCT CCAGCCCATGCAGACACCAATCC 

qPCR-7 Madrid et al. 2013  V. faba GGCCAAGATCATGGAGTGAACCTGC AGGTCATTGTGATTGGGTTTGAGAAGC 

qPCR-8/SSA_5 Madrid et al. 2013  V. faba TGTTACAGCTTGTGTAAGGTGCATCGC TCCTTCACATGTCTGGACGTCGCT 

Ca2_ABF5 Madrid et al. 2014 C. arietinum GGGAGCATGAATCTCGACGA  ACCAGTTCATTATGGTAAGCCTG 

Ca2_Ribncl Madrid et al. 2014 C. arietinum GCTTCGATCCTCCGACCCCGA  CGCCAGGACCAGGGTGAGGT 

Ca2_Ein3 Madrid et al. 2014 C. arietinum GGTACACTTGGGGAAGGGGA  AAGGCATTTGGACTGCCTCA 

Ca2_Rk Madrid et al. 2014 C. arietinum GCCGGAGAAGTCGAAGCGGG  GGCCGTGCCGATGGAGAAGG 

Ca2_ERTF Madrid et al. 2014 C. arietinum TCCACACCCCTTCCTCCTCCA CCCCCTCCACTTTGCAATTCTGAT 

Ca2_ZnF Madrid et al. 2014 C. arietinum GTTTCAAGGTGAAGCCGTGC  CCAGACCGAGCAGTTCCATC 

Ca2_SerK Madrid et al. 2014 C. arietinum TGGCTCCGGAAGTCATTCAG  TTCAATTGCAGACACGCCAA 

Ca2_Transf Madrid et al. 2014 C. arietinum GTGTTAAAGCCAGGAGGCATGGT  GTGCAGGCTTCTGGAATTTCCCAT 

Ca2_SAP1 Madrid et al. 2014 C. arietinum GTGGAAGCATTGCTGGACCCC  GGAGACTGCTGTGCTCCATGACC 

CaLF1 T Millán (No publicado) C. arietinum AAGACAAGGCGGCTATGAGA  GTGATTCTGGCCCAAGTGAT 

CaLE1 T Millán (No publicado) C. arietinum AACCCGCTTATGTCGTTTTG  GGTCCCCTTTTGGACATTTT 

Ca2Calm Madrid et al. 2014 C. arietinum TGGCCGATCAGCTCACCGAT  GGTTCTGTCCAAGCGACCGCA 

CaDET2 T Millán (No publicado)  C. arietinum GTGATTCTGGCCCAAGTGAT  CCAAATGTGGCATCTGTTGT 
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Tabla 7. Relación de enzimas utilizadas para desarrollar marcadores CAPs. Secuencias diana y 

temperatura (ºC) de corte de cada una de ellas. 

Enzima de Restricción Secuencia diana Temperatura de Corte 

Alu I  AGˇˆCT 37ºC 

Fsp B I (Mae I) CˇˆTAG  37ºC 

Hind III  AˇAGCTˆT  37ºC 

Hinf I  GˇANTˆC  37ºC 

Hpa II  CˇCGˆG  37ºC 

Mbo I  ˇGATCˆ  37ºC 

Rsa I  GTˇˆAC  37ºC 

Ssi I (Aci I)  CˇCGˆC  37ºC 

Tas I (TspEI)  ˇAATTˆ 37ºC 

Pfe I G^AWTC 37ºC 

 

 

II.2.3. Construcción del mapa de ligamiento en la población RIL y análisis de 

QTLs. 

Para todos los marcadores genotipados en las dos poblaciones RIL la banda heredada 

del parental materno se identificó con la letra A (alelo a) y la del paterno con la B 

(alelo b). El ajuste de los marcadores analizados a la segregación esperada en la 

población (1:1) se comprobó mediante la prueba χ
2
 (p>0.05) con n-1 grados de 

libertad, utilizando la fórmula: 

 

Dónde:   χ
2
 = test de ajuste  

  i = clase genotípica i 

  n = número total de las clases 

  oi = valores observados 

  ei = valores esperados 

 

El mapa de ligamiento se elaboró añadiendo los nuevos marcadores a la 

matriz de datos disponible de estudios previos en ambas poblaciones (Díaz-Ruiz et al. 

2009 a, b, 2010; Gutiérrez et al. 2013; Atienza et al. 2016; Satovic et al. 2013) 

utilizando el programa JoinMap® versión 4.1 (Van Ooijen, 2006) a un LOD de 4 y 5 

en la población 29HxVf136 y Vf6xVf136 respectivamente. Las fracciones de 

recombinación se convirtieron en centiMorgans (cM) utilizando la función de mapeo 
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de Kosambi (1994). Los grupos de ligamiento se orientaron siempre que fue posible 

en base a los marcadores comunes de mapas de ligamiento publicados previamente 

(Díaz-Ruiz et al. 2009 a, b, 2010; Gutiérrez et al 2013; Atienza et al 2016; Satovic et 

al 2013).  

Para llevar a cabo el análisis de QTLs se utilizaron evaluaciones previas 

realizadas tanto en campo como en condiciones controladas para Orobanche y 

Ascochyta. La población RIL F6 Vf6xVf136 fue evaluada para resistencia a O. 

crenata y O. foetida por Díaz-Ruiz et al. (2010; 2009b) durante dos campañas 

(2002/2003 y 2003/2004) en campos infestado de Córdoba y Mengibar y para O. 

foetida en Beja y Loubna (Túnez). La evaluación de la resistencia a A. fabae se 

realizó a los 15 días de la inoculación, bajo condiciones controladas en cámara de 

crecimiento con el aislado CO95-01 originado en Córdoba (Díaz-Ruiz et al. 2009 a). 

La enfermedad se evaluó como porcentaje de área sintomática en hojas (DSL) y tallos 

(DSS).  

 La otra población RIL 29HxVf136 fue evaluada para la resistencia a O. 

crenata durante tres campañas (2006/2007, 2007/2008 y 2008/2009) en ensayos de 

campo en Córdoba y Kafr El-Sheikh (Egipto) durante 2007/2008 (Gutiérrez et al. 

2013). Además, se evaluó la resistencia para O. foetida en Beja (Túnez) durante dos 

campañas (2006/2007 y 2007/2008). En esta población también se evaluó la 

resistencia a A. fabae en plántulas desarrolladas en cámara de cultivo e inoculadas con 

las cepas CO99 y LO98, recogidas en Córdoba y Logroño (España), respectivamente 

(Ávila et al. 2004; Atienza et al. 2016). La enfermedad se evaluó 15 días después de 

la inoculación en hojas (DSL) y tallos (DSS) basándose en el porcentaje de área 

sintomático. Posteriormente se evaluó la resistencia en la planta adulta en hojas 

(DSL), tallos (DSS) y vainas (DSP) en ensayos de campo durante la campaña 2005-

06 en Córdoba y con un aislado local.  

El análisis de QTL se realizó con el programa MapQTL® V5 (Van Ooijen 

2006) empleando los datos fenotípicos disponibles para ambas poblaciones (Díaz-

Ruiz et al. 2009 a y b; 2010; Gutiérrez et al. 2013 y Atienza et al. 2016) y descritos 

anteriormente. Para identificar QTL relacionados con la resistencia a estas dos 

enfermedades se utilizó el método de intervalos simple (IM) en todos los grupos de 

ligamiento. El valor de LOD para aceptar la existencia de un QTL fue estimado por el 

análisis de permutaciones (Churchill y Doerge, 1994) utilizando 1000 permutaciones, 

considerándose también QTL detectados en estudios previos cuya diferencia con el 
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LOD crítico fuera < 0.5. La posición del QTL fue estimada con la localización del 

máximo valor de LOD con un intervalo de confianza LOD-2 (Li 2011). 

 

II.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

 

II.3.1. Marcadores polimórficos en V. faba. 

 El objetivo de este trabajo, es saturar los mapas genéticos desarrollados en 

estudios previos en dos poblaciones RILs de habas (Vf6 x Vf136 y 29H x Vf136) con 

el mayor número de marcadores procedentes de diferentes leguminosas (P. sativum, 

M. truncatula, L. culinaris, C. arietinum y V. faba) a fin de refinar la posición de 

QTLs que controlan la resistencia a Ascochyta y jopo causantes de importantes 

pérdidas económicas en el cultivo. 

 Un total de 116 marcadores moleculares fueron seleccionados para ser 

genotipados en ambas poblaciones. Los resultados se detallan en la Tabla 8. De los 

116 marcadores, sólo 27 (23%) mostraron buen polimorfismo y pudieron genotiparse 

en una o ambas poblaciones RILs. Once de estos marcadores mostraron polimorfismo 

directo tipo ALP (Amplified Lenght Polymorphism), uno mostró presencia/ausencia 

de banda y 15 fueron sometidos a digestiones enzimáticas con el fin de desarrollar 

marcadores tipo CAPs (Cleavage Amplified Polymorphism) (Tabla 9). El resto de 

marcadores no pudieron incluirse en el análisis por falta de amplificación, por ser 

marcadores monomorficos tras el corte con enzimas de restricción o por no mostrar 

un patrón de bandas repetible y fiable en las poblaciones.  

 De estos 27 marcadores, 12 se genotiparon en la población 29H x Vf136 y 22 

en la Vf6 x Vf136. Siete fueron polimórficos en ambas poblaciones, cinco sólo en el 

cruzamiento 29H x Vf136 y quince en el cruzamiento Vf6 x Vf136 (Tabla 9). De los 

siete nuevos marcadores comunes solo cuatro se ligaron a ambos mapas. Dichos 

marcadores, junto a dos genotipados previamente (RGA3P y PisGen_6_3_1) en la 

población 29H x Vf136 y que en este estudio lo han sido en la Vf6 x Vf136, fueron 

puntos de anclaje para comparar ambos mapas. 
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Tabla 8. Resultado de los 116 marcadores analizados en las poblaciones RILs Vf6 x Vf136 y 

29H x Vf136. 

Marcador Vf6xVf136 29hxVf136 Marcador Vf6xVf136 29hxVf136 

cgP137FSNP M X(a) P00098 X X 

Mtmt_Gen_01017_03_1 X(a) M P00179 M-I M-I 

Mtmt_Gen_01965_03_1 X(a) M P00260 X M-ER 

GLPSNP M M P51982 M-ER M-ER 

REPSNP X(a) M P52010 M-ER M-ER 

Mtmt_Gen_00510_01_1 M X(a) P52014 M-ER M-ER 

Mtmt_Gen_01115_02_1 M X (a) P52052 M-ER M-ER 

HYPTE3SNP M M P52059 X M-ER 

RBPC_0SNP M X(a) ERTF M M 

UNK 28 X(a) M-ER HSP M M 

CPCB2 X X Leu-TF M M 

Lg 33 M-ER M-ER P450 M M 

PESR1 X M-ER WRKY58 M M 

Lup 36 M-ER M-ER bZIP M M 

GLIP 99 M-ER M-ER 
psat_Est_00190_

01_1 
M-ER X(b) 

Lg 34 M M 
mtmt_GEN_011

14_05_1 
I I 

CP450 M-ER M-ER CAK I I 

Mtmt_Gen_00733_03_3 X(a) M-ER CysPr 1 I I 

Anmts 37 X(a) M-ER DNABP M-ER M-ER 

PsPRP 4A I I DSI M-ER M-ER 

IJB174 I I ENOLB M-ER M-ER 

IJB91 I I EPS I I 

RGA2.97 X(a) X EST 718 I I 

Hmm6 I I EST 948 M-ER M-ER 

PsDof 1 I X(b) HYPTE116 M-ER X 

DRR 230 b I X(b) KCOAT M-ER M-ER 

PsMnSOD X(a) X(a) MPP I I 

RGA-G3A X X PCT X(a) M-ER 

Peachi 21 I I PRTS I I 

RGA2P I I RNAH M-ER M-ER 

RGA3P X X(b) Te001 I I 

Pis_Gen_6_3_1 X(a) X(b) TE-011 I I 

UDPGD M-I M-I Te013 M M 

UNK16 M-ER M-ER TE-016 M-ER M-ER 

UNK21 M-I M-I TUP I I 

UNK3 M-I M-I Ca2_ERTF M-I M-I 

Ein3Fw2 M-I M-I Ca2_ZnF M-I M-I 

Ein3Fw3 M-I M-I Ca2_SerK M-I M-I 

Avr M-I M-I Ca2_Transf X X 

AgR M-I M-I Ca2Calm M-I M-I 

P00023 X M-I Tag 1 M M 

P00042 X M-ER bcl2 M M 

P00043 M-ER M-ER SerK M M 

P00046 M-I M-I AKR M M 

P00053 M-I M-I ATP-Dep M M 

P00073 M-ER M-ER SerP M M 

P00075 X M-ER U-box M M 
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Tabla 8 (continuación). Resultado de los 116 marcadores analizados en las poblaciones RILs 

Vf6 x Vf136 y 29H x Vf136. 

Marcador Vf6xVf136 29HxVf136 Marcador Vf6xVf136 29HxVf136 

P00084 M M ERTF-Rev2 M M 

P00087 M-ER M-ER AKR-Fw2 M M 

P00088 M M HSP-Fw2 M M 

Bcl2_Rev2 M M Ca2_ABF5 M-ER M-ER 

bZip-Fw2 M M Ca2_Ribncl MI M-I 

qPCR1 MI MI Ca2_Ein3 MI M-I 

qPCR-3 M M Ca2_Rk M-ER M-ER 

qPCR-4 M M Ca2_SAP1 MI M-I 

qPCR-6 M M CaLF1 M M 

qPCR-7 M M CaLE1 M M 

SSAf_5 X(a) M-I CaDET2 X X 

X Marcador genotipado. En negrita se destacan los realizados en este trabajo. 

X(a) Marcador genotipado en la población y publicado en un mapa consenso (Satovic et al. 2013). 

X(b) Marcador genotipado en estudios previos. 

M Marcador monomórfico (análisis en parentales y 5 individuos de la población). 

M-ER Marcador monomórfico tras cortar con una batería de 10 enzimas de restricción. 

I Marcador con amplificación imprecisa.   

M-I Marcador monomorfico y con amplificación imprecisa. 

 

A pesar de los intentos para incrementar la especificidad y mejorar la 

amplificación del resto de marcadores analizados (modificación de la temperatura de 

hibridación y concentración de MgCl2, entre otros), no se mejoraron los resultados y 

los marcadores que no amplificaron o mostraron un polimorfismo ambiguo, fueron 

excluidos del análisis. Los resultados expuestos, muestran que el genotipado de 

marcadores desde especies relacionadas en V. faba es una tarea complicada y que el 

nivel de transferencia se ve limitado por la falta de especificidad en la secuencia de 

los cebadores empleados. A ello se le une que V. faba es una especie parcialmente 

alógama (35%) (Bond and Poulsen, 1983) y el polimorfismo inicial puede perderse en 

la descendencia por algún cruzamiento incontrolado. Por todos estos motivos la 

puesta a punto de la amplificación de nuevos cebadores y la obtención de 

amplificaciones de banda única para poder trabajar con las diferentes técnicas de 

búsqueda de polimorfismo se hacen más complejos en esta especie.  

 El escaso polimorfismo presente en el cultivo ya se constató en el proyecto 

europeo GLIP (Grain Legume Integrated Project- Food-CT-2004-506223) donde V. 

faba mostró uno de los índices de polimorfismo más bajos (12,5%) entre los cultivos 

analizados. Al manejarse únicamente cruzamientos intraespecíficos (por no existir 

ningún antecesor silvestre conocido), la posibilidad de encontrar polimorfismo 
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disminuye bastante frente al manejo de cruzamientos interespecíficos, como los 

empleados en otras especies relacionadas como garbanzo, lenteja, guisante etc.  

 

Tabla 9. Lista de los 27 marcadores moleculares genotipados en las poblaciones Vf6 x Vf136 y 

29H x Vf136 y metodologías para la detección del polimorfismo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  X: Marcador genotipado. En negrita se destacan los realizados en este trabajo. 

  X(a): Marcador genotipado en la población y publicado en un mapa consenso (Satovic et al. 2013). 

  X(b): Marcador genotipado en estudios previos. 

  M: Marcador monomórfico (análisis en parentales y 5 individuos de la población). 

  M-ER: Marcador monomórfico tras cortar con una batería de 10 enzimas de restricción. 

  I: Marcador con amplificación imprecisa. 

  M-I: Monomorfico y con amplificación imprecisa. 

  CAP: Cleavage Amplified Polymorphism. Secuencias de restricción amplificadas y polimórficas. 

  ÂLP: Amplified Lenght Polymorphism. Polimorfismo en la longitud (peso molecular) de la banda. 

  P/A: Presencia y ausencia de banda. 

Marcador Vf6xVf136 29HxVf136 
Método de 

genotipado 

Enzima de 

restricción 

cgP137FSNP M X(a) CAP  Hpa II 

Mtmt_Gen_01017_03_1 X(a) M CAP  Mse I 

Mtmt_Gen_01965_03_1 X(a) M CAP  Bsa A I 

REPSNP X(a) M CAP  Taq I 

Mtmt_Gen_00510_01_1 M X(a) CAP  Alu I 

Mtmt_Gen_01115_02_1 M X (a) CAP  Ase I 

RBPC_0SNP M X(a) CAP  Bsrl 

UNK 28 X(a) M-ER CAP   Hpa II 

CPCB2 X X ALP ALP 

PESR1 X M-ER CAP  Ssil 

Mtmt_Gen_00733_03_3 X M-ER ALP ALP 

Anmts 37 X M-ER CAP  AvaII 

RGA2.97 X(a) X P/A P/A 

PsMnSOD X(a) X(a) CAP  MboII 

RGA-G3A X X CAP  RsaI 

RGA3P X X(b) ALP ALP 

Pis_Gen_6_3_1 X(a) X(b) ALP ALP 

HYPTE_116 M-ER X ALP ALP 

P00023 X M-I ALP ALP 

P00042 X M-ER CAP  Ssil I 

P00075 X M-ER ALP ALP 

P00098 X X CAP  Alu I 

P00260 X M-ER ALP ALP 

P52059 X M-ER ALP ALP 

SSAf_5 X(a) M-I ALP ALP 

Ca2_Transf X X CAP  RsaI 

CaDET2 X X ALP ALP 
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               De los 27 marcadores genotipados en una u otra población (Tabla 9), la 

transferencia ha sido más eficiente en el caso de marcadores que resultaron ya 

polimórficos en el cruce Vf6 x Vf27 de V. faba (Ellwood et al. 2008; Cruz-Izquierdo 

et al. 2012), pudiéndose genotipar 12 de los 22 (54,54%) marcadores analizados. 

Seguidamente pudimos transferir 5 de los 12 (41,7%) marcadores procedentes de 

guisante relacionados con la resistencia a A. fabae (Prioul et al. 2007), 6 de los 18 

(33,3%) UniTags expresados diferencialmente tras el análisis con SuperSage de la 

interacción Ascochyta-lenteja (García et al 2012; 2016) y 2 de los 17 (11,8%) 

marcadores asociados con la resistencia a A. fabae en garbanzo y al carácter fecha de 

floración. Los marcadores que peor se han transferido, solo 1 de los 23 (4,35%), han 

sido los procedentes de M. truncatula y diseñados por Choi et al. (2004) así como los 

UniTags expresados diferencialmente tras el análisis con SuperSage de la interacción 

Ascochyta-habas (Madrid et al. 2013) con sólo 1 de los 24 (4,17%) analizados. Estos 

resultados están de acuerdo con las relaciones filogenéticas entre las diferentes 

leguminosas (Zhu et al. 2005). Así, las habas están en el mismo clade que guisantes y 

lentejas (Viceae), por lo que los marcadores desarrollados en estas especies se 

transferirán mejor, que los desarrollados en Medicago o garbanzo, especies 

pertenecientes a otro clade diferente (Trifolieae y Cicereae, respectivamente). 

 Además de saturar los mapas de cada población, 14 de los marcadores genotipados 

fueron incluidos en un mapa consenso del cultivo (Satovic et al. 2013; Anexo I). Once 

de ellos resultaron comunes y facilitaron la integración de los grupos de ligamiento en 

el nuevo mapa. 
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II.3.2. Nuevos mapas de ligamiento y análisis de QTLs implicados en la 

resistencia a O. crenata, O. foetida y A. fabae en habas. 

 

II.3.2.1. Población 29H x Vf136. 

Como se ha mencionado anteriormente, de los 116 marcadores analizados solo 12 se 

pudieron genotipar en esta población RIL. Dichos marcadores se añadieron a los 200 

genotipados en estudios previos (Gutiérrez et al. 2013; Atienza et al. 2016) a fin de 

saturar el mapa y la posición de los QTLs de dicha población. Un 10.37% de los 

marcadores incluidos en el mapa no se ajustaron a la segregación 1:1 esperada. Como 

parámetros de mapeo, consideramos un LOD ≥ 4 y una fracción de recombinación ≤ 

0.25. Cinco de estos marcadores fueron incluidos en un nuevo mapa consenso 

realizado para este cultivo por Satovic et al. (2013). 

 De los 12 marcadores genotipados (Tabla 10), se han conseguido añadir a los 

mapas previos (Gutiérrez et al. 2013; Atienza et al. 2016) 8 (2 ALPs, 5 CAPs y 1P/A) 

distribuidos en los cromosomas I, II, VI y en dos grupos de ligamiento (GL) que no 

han podido ser asignados a cromosomas específicos (GL 26 y GL*). Los 4 

marcadores restantes (P00098, CPCB2, Ca2_Transf y RBPC/0) no se ligaron a 

ninguno de los GL actuales, aunque serán incluidos en sucesivas actualizaciones de 

este mapa (Tabla 10, Figura 2). La identificación y orientación de cada GL se 

determinó por comparación con mapas previos (Gutiérrez et al. 2013; Satovic et al. 

2013; Atienza et al. 2016). 

 

Tabla 10. Posición en el mapa de los marcadores genotipados en la población 29H x Vf136. 

 

Marcador LG  Marcador LG 

cgP137FSNP Cr Ia  PsMnSOD Cr II 

Mtmt_Gen_00510_01_1 Cr VI  RGA-G3A LG* 

Mtmt_Gen_01115_02_1 Cr VI  HYPTE_116 LG 26 

RBPC_0SNP No ligado  CaDET2 Cr Ia 

CPCB2 No ligado  P00098 No ligado 

RGA2.97 Cr VI  Ca2_Transf No ligado 

 

El nuevo mapa comprende 182 marcadores distribuidos en 26 GL cubriendo 

una longitud de 2125.39 cM con una distancia media entre marcadores de 10.67cM 

(Tabla 11, Figura 2). El mayor grupo de ligamiento corresponde al cromosoma VI 
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compuesto por 22 marcadores y 284.9 cM y el menor fue el LG 18 asociado al 

cromosoma II con 3 marcadores y 16.6 cM (Tabla 11). 

 

Tabla 11. Grupos de ligamiento (GL), asignación a cromosomas y distribución de marcadores 

en el mapa 29H x Vf136. 

GLs ID * Cromosoma Longitud (cM) 

Número de 

marcadores 

mapeados 

Distancia media entre 

marcadores 

 (cM) 

LG8 I 79.15 7 11.31 

LG16 I 31.28 3 10.43 

LG5+LG6 I 225.66 18 12.54 

LG7+LG17 I 168.78 11 15.34 

LG12 I 50.15 5 10.03 

LG19 I 15.27 3 5.09 

LG11 I 45.27 6 7.55 

LG24 IB 18.19 2 9.10 

LG14 IB 12.70 4 3.18 

LG4 II 200.19 17 11.78 

LG29 IIA 22.77 2 11.39 

LG2 III 220.27 18 12.24 

LG9 III 111.58 8 13.95 

LG18 III 16.62 3 5.54 

LG13 IIIA 27.09 4 6.77 

LG3 V 210.66 15 14.04 

LG23 V 23.15 2 11.58 

LG1 VI 284.90 22 12.95 

LG1 VI 35.78 6 5.96 

LG* - 73.31 4 18.33 

LG26 - 39.16 3 13.05 

LG15 - 22.63 3 7.54 

LG10 - 82.92 7 11.85 

LG20 - 32.18 3 10.73 

LG22 - 41.96 3 13.99 

LG21 - 33.76 3 11.26 

Total 
 

2125.4 182 10.67 

GLs ID *: Grupos de ligamiento identificados en este estudio (26) en correspondencia con los descritos por 

Gutiérrez et al. (2013). 

 

Si comparamos el nuevo mapa con el publicado por Gutiérrez et al. (2013), 

la incorporación de nuevos marcadores ha permitido unir cuatro pequeños GL en dos 
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de mayor tamaño (LG17+LG7 y LG6+LG5) en el cromosoma I. Además, si 

comparamos con el mapa consenso (Satovic et al. 2013), el GL 9 asignado al 

cromosoma I por Gutiérrez et al. (2013) pasaría a formar parte del cromosoma III, el 

GL 8 se integraría en el cromosoma I, el GL 29 al cromosoma IIa y el GL13 adscrito 

al cromosoma II pasaría a formar parte del cromosoma IIIa en nuestro estudio. El 

mapa descrito cubre 2,125.4 cM frente a los 1,402.1 cM descritos por Gutiérrez et al. 

2013. 

 Utilizando el nuevo mapa y las evaluaciones publicadas en Gutiérrez et al. 

(2013) para O. foetida y O. crenata y Atienza et al. (2016) para A. fabae, se ha 

realizado un nuevo análisis de QTLs (Tabla 12) con el objetivo de reubicar los QTLs 

en el nuevo mapa de la población. Dado el limitado número de marcadores añadidos 

al mapa, las modificaciones respecto a su posición no han sido muy apreciables.  

 Para A. fabae, se detectaron cuatro regiones relacionadas con la resistencia 

situadas en los cromosomas II, III, V y VI. En concordancia con los datos de Ávila et 

al. (2004) y Atienza et al. (2016), Af2 se ubicó en el cromosoma II limitado por los 

marcadores OPR16_1577/OPB13_1133. Este QTL fue ratificado en los tres ensayos 

para DSL (F_DSL, Co99_DSL y Lo98_DSL) a un LOD máximo de 3.4, 2.61 y 3.08 

respectivamente (Figura. 2, Tabla 12). Af2 explica un porcentaje de variación 

fenotípica (R
2
) entre el 13,1% (Co99_DSL) y el 15,7% (Field_DSL). El cromosoma II 

fue saturado con un sólo marcador (PsMnSOD) ubicado lejos del área de influencia 

del QTL. Un segundo QTL (Af3) fue detectado en el cromosoma III, para las 

evaluaciones Lo98_DSL, Lo98_DSS y F_DSP, no detectándose en ninguna de las 

otras tres situaciones descritas por Atienza et al. (2016). Lo98_DSL, Lo98_DSS y 

F_DSP fueron detectados a un LOD de 3.52, 2.41 y 2.61, respectivamente. Están 

limitados por los marcadores OPI01_1985/OPD16_1732 y explican entre el 11.1% 

(Lo98_DSS) y el 15.7% (Lo98_DSL) de la variación fenotípica. Por último, en el 

cromosoma VI se detectaron dos regiones. La primera región corresponde a la 

identificada por Atienza et al. (2016) correspondiente a F_DSP1, F_DSS y 

Lo98_DSL con valores de LOD entre 2.6 (F_DSS) y 3.59 (F_DSP1). Dicha región 

está flanqueada por los marcadores mtmt_GEN_01130_02_1/OPI10_1178, 

explicando entre 11.4% (F_DSS) y el 17.1% (F_DSP1) de la variación fenotípica. 

F_DSP1 se sitúa en la misma posición que Oc7 identificado y validado para la 

resistencia a O. crenata lo que sugiere la existencia de posibles mecanismos de 

defensa comunes para diferentes patógenos. 
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Figura 2. Nuevo mapa de ligamiento y QTLs para resistencia a A. fabae (Af), O. crenata (Oc) y 

O. foetida (Of) en la población 29H x Vf136. En rojo se distinguen los 8 marcadores mapeados 

en este estudio. La línea punteada separa los GL que no han podido ser asignados a 

cromosomas (CR) específicos. 
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 El intervalo de confianza para este QTL contiene los marcadores 

mtmt_GEN_01130_02_1 y RNAR que podrían estar involucrados en procesos de 

resistencia. Así, mtmt_GEN_01130_02_1 es un receptor LRR de quinasas (LRR-

RKs) involucrado en la regulación de procesos relacionados con el desarrollo y la 

defensa, incluyendo la proliferación celular, la percepción hormonal, la respuesta de 

defensa específica y no específica del huésped, la respuesta a la herida y la simbiosis 

(Torii, 2004) y RNAR es una oxidoreductasa involucrada en la síntesis de ADN. En la 

segunda región, la inclusión del nuevo marcador RGA2_97 ha permitido detectar por 

primera vez a F_DSP2 y Lo98_DSL explicando un 21.1% y 15.2% respectivamente 

de la variación fenotípica del carácter. Sería de gran interés la saturación del 

cromosoma VI con nuevos marcadores para unificar los dos grupos de ligamiento y 

precisar la posición de estos QTLs sobretodo de F_DSP1 debido a su interés al 

colocalizar con Oc7 validado para la resistencia a O. crenata.  

 

Tabla 12. QTLs detectados para resistencia a A. fabae (Af), O. foetida (Of) y O. Crenata (Oc) 

en la población RIL 29H x Vf136 de habas por análisis de intervalos (IM). El LOD crítico fue 

determinado usando el análisis de permutaciones en todos los ambientes.  

 

 
NOTA: Cada QTL se nombró como en trabajos previos (Gutiérrez et al. 2013, Atienza et al. 2016). Para la 

resistencia a O. crenata y O. foetida, cada localidad se refiere como Co (Córdoba), Be (Beja) y Eg (Egipto) 

identificándose el año como 06 (2006/2007), 07 (2007/2008) y 08 (2008/2009). Para A. fabae se detallan 

los aislados utilizados (Co99 y Lo98) en evaluaciones en fase de plántula o en planta adulta y a campo 

abierto (F) empleando un aislado local. Además, se distingue entre la evaluación realizada en hoja (DSL), 

tallo (DSS) y vaina (DSP).  

 

QTL 

Ambiente, 

aislado y/o 

órgano 

analizados 

CR Marcadores flanqueantes 
Marcador más 

asociado 
LOD LOD crítico R2 (%) 

Oc7 Cor06/07 VI OPI10_1178/OPU09_831 OPA11_554 7.89 3 34 

Oc7 Cor07/08 VI OPA17_633/OPU09_831 OPA11_554 5.92 3.1 27.6 

Oc7 Cor08/09 VI OPI10_1178/OPU09_831 OPA11_554 6.91 3 30.8 

Oc8 Cor07/08 V OPAC06_1034/mtmt_GEN_00866_02_1 Vfg69 3.13 3.1 17.7 

Af2 F_DSL II OPR16_1577/OPK16_1144 1433P 3.4 3.2 15.7 

Af2 Co99_DSL II OPR16_1577/OPB13_1133 1433P 2.61 2.8 13.1 

Af2 Lo98_DSL II OPR16_1577/OPB13_1133 1433P 3.08 2.9 14.1 

Af3 Lo98_DSS III OPI01_1985/OPD16_1732 OPD20_322 2.41 2.9 11.1 

Af3 Lo98_DSL III SECA/OPP17_944 OPD20_322 3.52 2.9 15.7 

Af3 F_DSP III OPI01_1985/OPP17_944 OPD20_322 2.61 3 12.1 

Af F_DSP2 VI HBP2/RGA2_97 mtmt_GEN_01109_01_1 3.66 3 21.1 

Af Lo98_DSL VI OPJ18_430/RGA3P OPB03_1294 2.47 2.9 15.2 

Af F_DSP1 VI mtmt_GEN_01130_02_1/OPI10_1178 RNAR 3.59 3 17.1 

Af F_DSS VI mtmt_GEN_01130_02_1/RNAR mtmt_GEN_01130_02_1 2.6 2.9 11.4 

Af Lo98_DSL VI mtmt_GEN_01130_02_1/RNAR mtmt_GEN_01130_02_1 2.89 2.9 11.8 
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Para el control de la resistencia a O. crenata, se confirmaron dos QTLs 

estables previamente descritos por Gutiérrez et al. 2013. Oc7 fue identificado en el 

cromosoma VI limitado por los marcadores OPA17_633/OPU09_831. Este QTL fue 

identificado durante tres campañas consecutivas en Córdoba (Córdoba 06/07, 07/08 y 

08/09) explicando entre el 27,6% y el 34% de la variación fenotípica total (Tabla 12, 

Figura.2). Oc7 se localiza en la misma posición que F_DSP1 detectado para A. fabae 

lo que aumenta el interés de saturación de esta zona para refinar su posición. 

 De acuerdo con estudios previos, Oc8 fue localizado en el cromosoma V 

(LOD = 3.13 y R
2
 del 17.7%), pero sólo en la campaña 07/08 y no en 06/07 ambos 

detectados por Gutiérrez et al. 2013 (Figura 1, Tabla 12). Este QTL está limitado por 

los marcadores OPAC06_1034/mtmt_GEN_00866_02_1 situados en el extremo del 

cromosoma V. Tampoco fueron detectados los QTLs Oc9-Oc13 ni los QTLs 

relacionados con la resistencia a O. foetida (Of3-Of5) descritos por Gutiérrez et al. 

2013.  

Pese a existir una zona con cierta significación para O. foetida en el GL2 

(chr. III) el valor de LOD no superó el umbral para aceptarlo. La construcción del 

mapa mediante el programa JoinMap v. 4.1 en lugar del MAPMAKER v. 3.0b 

(Lander et al. 1987) y el análisis de QTLs mediante el programa MapQTL® V5 (Van 

Ooijen 2006) en lugar del Windows QTL Cartographer v. 2.5 (Wang et al. 2007), 

empleados previamente, junto a la variación en algunos de los parámetros podría estar 

entre las causas de esta diferencia. 

 

II.3.2.2. Población Vf6 x Vf136. 

De los 116 marcadores analizados en esta población, sólo 22 pudieron ser genotipados 

de manera fiable y añadirse a la base de datos disponible (Tabla 13, Figura 3). Diez de 

los nuevos marcadores fueron incluidos en un reciente mapa consenso del cultivo 

(Satovic et al. 2013). El nuevo análisis de ligamiento implicó un total de 416 

marcadores de los cuales un 14,9% no se ajustaron a la segregación 1:1 esperada. Un 

valor de LOD de 5 y una fracción de recombinación máxima de 0.25 fueron 

considerados para formar los distintos GL. Finalmente, el nuevo mapa consistió en 

371 marcadores asociados a 18 GL que cubren una longitud de 4,970.92 cM con una 

distancia media entre marcadores de 12.86 cM (Tabla 14, Figura 3). La identificación 

y orientación de cada GL se determinó por comparación con los mapas previamente 

publicados para esta población (Díaz-Ruiz et al. 2009; Satovic et al. 2013) siendo 
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excluidos GL con dos marcadores. En este caso, se han conseguido añadir al mapa 

previo los 22 marcadores (10 ALPs, 11 CAPs y 1P/A) genotipados en este estudio 

(Tabla 13, Figura 3). Los dos GL mayores corresponden a partes de los cromosoma 

IA (50 marcadores que cubren una longitud de 786.37 cM) y IIA (54 marcadores y 

747.34 cM). El GL menor es el GL 6B con 4 marcadores y 42,12 cM (Tabla 14). Con 

la incorporación de nuevos marcadores y la nueva reorganización, el mapa cubre 

4,970.92 cM frente a los 3,537 cM previos (Satovic et al. 2013). 

 

Tabla 13. Marcadores moleculares genotipados y ligados en la población Vf6 x Vf136. 

 

Marcador Cromosoma/GL Marcador Cromosoma/GL 

Mtmt_Gen_01017_03_1 III RGA3P  VI-A 

Mtmt_Gen_01965_03_1  I-A Pis_Gen_6_3_1  V 

REPSNP  III P00023  II-A 

UNK 28 GL2 P00042  I-A 

CPCB2 GL2 P00075  I-A 

PESR1  I-B P00098 GL12 

Mtmt_Gen_00733_03_3  V P00260  I-A 

Anmts 37  V P52059  I-A 

RGA2.97  VI-A SSAf_5  VI-B 

PsMnSOD II Ca2_Transf  III 

RGA-G3A  VI-A CaDET2  I-A 

 

Para el nuevo análisis de QTL fueron consideradas las evaluaciones 

realizadas por Díaz-Ruiz et al. (2009 a, b y 2010) para A. fabae, O. foetida y O. 

crenata, respectivamente. Los resultados del análisis de QTLs por análisis de 

intervalos y permutaciones pueden verse detalladamente en la Tabla 15. 

En el caso de A. fabae, se identificaron cinco regiones relacionadas con la 

resistencia (Af1-Af5). Af1 y Af2 fueron descritos previamente por Díaz-Ruíz el al. 

(2009a) y Satovic et al. (2013) en hojas (DSL) y tallos (DSS). Este trabajo no detecto 

a Af1_DSS pero si a Af1_DSL (III) limitado por los marcadores 

mtmt_GEN_00012_03_1/OPAC02_579. Este QTL explica un 12,5% de la variación 

fenotípica (R
2
), porcentaje mayor al descrito por Díaz-Ruiz et al. (2009a). Aunque 

este cromosoma ha sido saturado con tres nuevos marcadores ninguno co-localiza en 

esta región. Af2, adscrito al cromosoma II, fue de nuevo detectado tanto en hoja 

(Af2_DSL) como en tallo (Af2_DSS) siendo sus marcadores más asociados 

Mer04_790 (DSL) y OPE17_1326 (DSS), respectivamente. Af2_DSL explica un 
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13.1% de la variación fenotípica en hoja, valor similar (12.54 %) al descrito por 

Satovic et al. 2013. Por el contrario, Af2_DSS explicó un porcentaje de variación del 

12% ligeramente superior al previo (9.85%). Af2 está muy próximo a Oc3 lo que 

sugiere que en dicha región del genoma podrían coexistir mecanismos comunes 

implicados en la resistencia a ambos patógenos. Por ello, la adición de nuevos 

marcadores a la región candidata facilitará la identificación de genes que desempeñen 

un papel funcional en mecanismos de defensa frente a distintos patógenos (hongos y 

plantas parásitas, en este caso) y el desarrollo de marcadores moleculares que mejoren 

la eficiencia de los programas de mejora asistida por marcadores.  

 

Tabla 14. Grupos de ligamiento (GL), asignación a cromosomas, características y distribución 

en el mapa Vf6 x Vf136. 

 

Cromosoma 

/GLs* 
Longitud (cM) 

Numero de 

marcadores 

mapeados 

Densidad media de 

marcadores (cM) 

IA-1 302.28 26 11.63 

IA-2 786.37 50 15.73 

IB-1 379.53 28 13.55 

IB-2 100.03 12 8.34 

IIA 747.34 54 13.84 

IIB 111.80 11 10.16 

III 666.07 54 12.33 

V 399.71 27 14.80 

VIA 452.09 31 14.58 

VIB 315.76 24 13.16 

LG1 217.63 15 14.51 

LG2 88.64 8 11.08 

LG3 85.99 8 10.75 

LG4 112.64 6 18.77 

LG5 46.14 4 11.53 

LG6a 62.03 5 12.41 

LG6b 42.12 4 10.53 

LG12 54.78 4 13.69 

Total 4970.92 371 12.86 

 

GLs ID *: Grupos de ligamiento identificados en este estudio (18) que se corresponden con los 

descritos por Díaz-Ruiz et al. 2009. 
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Figura 3. Nuevo mapa de ligamiento y QTLs para la resistencia a A. fabae (Af), O. crenata 

(Oc) y O. foetida (Of) en la población RIL Vf6 x Vf136. 
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Nota: Cada QTL está identificado con el número que se le asigno en trabajos previos (Díaz-

Ruiz et al. 2009/2010). Para la resistencia a O. crenata y O. foetida, cada localidad está 

identificada como Co (Córdoba), Be (Beja) y Mg (Mengibar) identificándose el año de 

campaña como 03 (2002/2003) y 04 (2003/2004). Para A. fabae las evaluaciones se identifican 

como DSL (Hoja) y DSS (Tallo). El umbral de LOD usado para identificar los QTLs fue 

obtenido usando el análisis de permutaciones. En rojo se señalan los 22 marcadores 

genotipados en este estudio, en azul los diferentes cromosomas y grupos de ligamiento que aún 

no han podido ser asignados a cromosomas específicos. QTLs con * son QTLs detectados por 

Díaz-Ruiz et al. (2009b; 2010) a LOD 2 que no han superado el valor umbral de LOD en este 

estudio. 
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Además, se identificaron tres nuevos QTLs (Af3_DSS, Af4_DSS y Af5_DSL). 

La incorporación de los nuevos marcadores PsMnSOD y P00098 en el cromosoma II 

y GL12, ha originado que se detecte por primera vez Af3_DSS (OPAF20_776b/ 

PsMnSOD) y Af5_DSL (LSSR9/OPK03_897) explicando un 10.2% y un 15,6% de la 

variación fenotípica del carácter. El nuevo marcador PsMnSOD está asociado a la 

resistencia a A. fabae en guisante (Prioul et al. 2007) y codifica para la enzima 

superoxido dismutasa que se induce en procesos de defensa frente a patógenos en 

plantas. Por otro lado, P00098 (marcador más asociado a Af5_DSL) deriva de un 

estudio transcriptómico asociado con la resistencia a Ascochyta en lenteja (García et 

al. 2012; 2016). Finalmente, Af4_DSS identificado en el cromosoma IB está limitado 

por los marcadores OPK09_586/Mer02_1078 y explica un 12% de la variación 

fenotípica. Es necesaria la inclusión de marcadores más robustos (ESTs, SNPs, etc.) 

para identificar candidatos génicos para esta resistencia. 

Para el control de la resistencia a O. crenata y de acuerdo con los datos de 

Díaz-Ruiz et al. (2010), se identificaron dos QTLs (Oc2 y Oc4) validados 

previamente. Oc2 se localizó en el cromosoma VIb en las evaluaciones realizadas en 

Córdoba durante la campaña 2002/2003, explicando un porcentaje de explicación 

(22.7%.) bastante mayor que el descrito previamente (8%) por Díaz-Ruiz et al. 

(2010). En esta región hemos incorporado un nuevo marcador (SSAf_5) asociado con 

la resistencia a Ascochyta en otra población de habas. Díaz-Ruiz et al. (2010) también 

identifico este QTL en Mengibar pero el presente estudio no lo detecta debido a que 

los criterios empleados para identificar QTLs se basan en el valor de LOD obtenido 

por permutaciones y no en la fijación de un valor de LOD fijo (LOD 2). Si 

consideramos los criterios utilizados por Díaz-Ruiz et al. (2010) sí que se detecta 

dicho QTL explicando un 7.8% de la variación fenotípica del carácter. Además, 

considerando estos criterios dicho QTL se detectaría también en Córdoba 2003/2004 

con un LOD 2.84 y explicaría 13.8% de la variación fenotipica.  

 Oc3 identificado por Díaz-Ruiz et al. 2010 en Córdoba 2002/2003 y 

2003/2004 y Mengibar 2003/2004, no es detectado en nuestro estudio al no superar el 

LOD fijado por permutación. De nuevo, si empleamos los criterios previos (LOD 2) sí 

que se identifica dicho QTL en el cromosoma IIA limitado por los marcadores 

OPD12_493/P00023. Oc3 explicaría entre un 8.5% (Córdoba 02/03) y un 11.2% 

(Córdoba 03/04 y Mengibar 2003/2004) de la variación del carácter. Pis_GEN_4_3_1 

se localiza junto a un nuevo marcador genotipado en este estudio (P00023) asociado 
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con la resistencia a Ascochyta en lenteja. Oc4 se detecta en el cromosoma I.A-2 en 

Córdoba 2003/2004 (LOD de 4.45 y R
2
=17.7%) teniendo como marcador más 

asociado OPB03_289. Estos datos concuerdan con los de Díaz-Ruiz et al. (2010) 

donde Oc4 explica un 17% de la variación del carácter. Oc5, detectado por Díaz-Ruiz 

et al. (2010) en el cromosoma IA en Mengíbar 2003/2004 no ha sido detectado en el 

presente estudio. 

 

Tabla 15. QTLs detectados para resistencia a A. fabae (Af), O. foetida (Of) y O. crenata (Oc) 

en la población RIL Vf6 x Vf136 mediante análisis de intervalos (IM). 

 

QTL Ensayo Cr. Marcadores flanqueantes 
Marcador más 

asociado 
LOD 

LOD 

crítico 

R2 

(%) 

Af1  DSL III 
mtmt_GEN_00012_03_1/

OPAC02_579 
Lup066 3.88 3.2 12.5 

Af2 DSS II 
Pis_GEN_23_5_6_1/ 

AATC 
OPE17_1326 

 
3.2 

 

Af2 DSL II OPK18_699/GAII8_2 Mer04_790 3.89 3.2 13.1 

Af3 DSS II OPAF20_776/PsMnSOD OPAB07_1432 3.29 3.2 10.2 

Af4 DSS IB2 OPK09_586/ Mer02_1078 OPAB01_977 3.31 3.2 12 

Af5 DSL LG12 LSSR9/OPK03_897 P00098 3.89 3.2 15.6 

Oc2 Cor03 VIB 
OPI05_1019/ 

OPAG11_956 
OPAG11_956 5.87 3.3 22.7 

Oc2 Cor03 VIB 
OPJ18_975/ 

mtmt_GEN_01130_02_1 
OPN07_878 3.56 3.3 25.8 

Oc4 Cor04 IA OPH01_727/OPD15_737 OPB03_289 4.45 3.3 17.7 

*Oc2 Mg04 VIB OPAC06_396/OPS09_760 OPAC06_396 2.39 3.2 7.8 

*Oc3 Cor04 IIA P00023/Mer04_1391 Pis_GEN_4_3_1 2.47 3.3 11.2 

*Oc3 Cor03 IIA OPD12_493/P00023 Mer04_1391 2.47 3.3 8.5 

*Oc3 Mg04 IIA OPD12_493/P00023 Pis_GEN_4_3_1 2.47 3.3 11.2 

*Of1 Bej03 IA OPA17_524/OPU11_1311 OPAH13_475 2.01 3.2 6.7 

*Of2 Bej04 III 
mtmt_GEN_01017_03_3/

OPB03_307 
Pis_GEN_25_2_3_1 2.09 3.2 7.2 

Nota: Los QTLs con un * son QTLs detectados por Díaz-Ruiz et al. (2009b; 2010) a LOD 2 que no han 

superado el valor umbral de LOD por análisis de permutaciones en este estudio para ser considerados como 

tales. 

 

Finalmente, para O. foetida, Of1 y Of2 no fueron detectados al no pasar el 

umbral fijado para la detección de un QTL por el análisis de permutaciones. Con los 

criterios fijados por Díaz-Ruiz et al. (2009b), que considera la detección de un QTL a 

LOD 2 (Figura. 3, Tabla 15), Of1 es detectado en Beja 2003 en el cromosoma IA 

(LOD 2.01 y  R
2
=6.7%) y Of2 es detectado en Beja 2004 en el cromosoma III (LOD 

2.09 y R
2
=7.2%). Siguiendo estos criterios se habría incorporado un nuevo marcador 

(mt_Gen_1017_03_3) a la región limitada por Of2.  
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II.4. RESUMEN Y CONCLUSIONES. 

 

Para identificar genes implicados en el control de caracteres de interés, la genómica 

translacional (desde plantas modelo bien caracterizadas a cultivos menos estudiados) 

proporciona una valiosa fuente de marcadores para saturar zonas concretas y de genes 

candidatos caracterizados funcionalmente. En este trabajo, aplicamos dicha estrategia 

para desarrollar los mapas genéticos de las habas. Centrándonos en una serie de 

regiones portadoras de QTLs de resistencia a jopo y Ascochyta y basándonos en 

relaciones sinténicas y en resultados de trabajos previos, identificamos posibles 

regiones homólogos en M. truncatula, guisante, garbanzo y lenteja. Así 

seleccionamos 116 marcadores en dos poblaciones recombinantes (29H x Vf136 y 

Vf6 x Vf136) de los que sólo pudimos genotipar 12 y 22, respectivamente. Cinco de 

los marcadores genotipados en el primer cruce y diez del segundo se emplearon como 

marcadores puente en un reciente mapa consenso de este cultivo (Satovic et al. 2013). 

La identificación y orientación de cada LG se determinó por comparación con los 

mapas previamente publicados para estas dos poblaciones (Díaz-Ruiz et al. 2009; 

Gutiérrez et al. 2013; Satovic et al. 2013; Atienza et al. 2016). Los nuevos mapas han 

pasado a cubrir 4,970.92 cM (Vf6 x Vf136) y 2,125.39 cM (29H x Vf136) siendo los 

más completos para estas dos poblaciones de habas, en la actualidad. Los resultados 

expuestos muestran que el genotipado de marcadores en V. faba es una tarea 

complicada y que el nivel de transferencia se ve limitado por la falta de especificidad 

en la secuencia de los cebadores empleados. Si bien la genómica translacional 

identifica regiones colineales para saturar zonas concretas, la secuencia entre especies 

no siempre está lo suficientemente conservada como para garantizar la transferencia. 

A ello se le suma que: 

1. V. faba es una especie parcialmente alógama y el polimorfismo inicial 

detectado en líneas parentales puede perderse por algún cruzamiento 

incontrolado.  

2. Manejamos unos de los genomas más grandes entre las leguminosas (~ 

13.000 Mb) con más del 85% de ADN repetitivo. 

3. Al no conocerse ningún antecesor silvestre la mejora en habas se basa 

únicamente en cruzamientos intraespecíficos por lo que la posibilidad de 

encontrar polimorfismo disminuye respecto al empleo de cruzamientos 

interespecíficos. 
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4. La evaluación de enfermedades con naturaleza poligénica añade complejidad 

a la hora de detectar los efectos de los QTLs y determinar su posición exacta 

en el genoma. 

5. La puesta a punto de la amplificación de nuevos cebadores derivados de 

especies cercanas y la obtención de bandas únicas y específicas para la 

detección de polimorfismos y el genotipado, es compleja en esta especie.  

 

 Pese a estas limitaciones, estudios previos han descrito diferentes QTL 

estables para la resistencia a A. fabae, O. crenata y O. foetida (Díaz-Ruiz et al. 2009 

a/b/2010; Gutiérrez et al. 2013; Atienza et al. 2016) en estas dos poblaciones. Este 

estudio ha detectado la mayoría de estos QTLs aunque el restringido número de 

marcadores génicos comunes en las dos poblaciones ha limitado la comparación 

directa de todos los resultados.  

Otras posibles diferencias pueden atribuirse al empleo de distintos programas 

en el análisis de ligamiento y de QTLs (Mapmaker y QTL Cartographer frente a 

JoinMap y MapQTL). 

 En la población 29H x Vf136, se han identificado cuatro zonas relacionadas 

con la resistencia a A. fabae, dos relacionadas con O. crenata y ninguna para O. 

foetida. Respecto a A. fabae, se ha detectado Af2_DSL en el cromosoma II en 

diferentes ensayos (F_DSL, Co99_DSL y Lo98_DSL) como explicaron los datos de 

Ávila et al. (2004) y Atienza et al. (2016). Af3 situado en el cromosoma III solo fue 

detectado en los ensayos LO98_DSL, LO98_DSS y F_DSP no detectándose los otros 

tres descritos por Atienza et al. (2016) para esta zona. En el cromosoma VI 

detectamos dos regiones, la primera (F_DSP1, F_DSS y Lo98_DSL) concuerda con 

los datos de Atienza et al. (2016) y como se ha dicho se sitúa en la misma posición 

que Oc7 ya identificado y validado para la resistencia a O. crenata en esta población. 

La segunda región formada por F_DSP2 y Lo98_DSL se identificó en este estudio al 

incluir el marcador RGA2_97.  

 En el caso de jopo, se detectaron dos QTLs (Oc7 y Oc8) de acuerdo con los 

datos de Gutiérrez et al. (2013). Oc7 localizado en el cromosoma VI ha sido validado 

en diferentes ambientes y estudios explicando un alto porcentaje de la variación del 

rasgo lo que lo convierte en un interesante candidato para la MAS. Además el interés 

de saturación de esta zona aumenta al localizarse en la misma posición que F_DSP1 

detectado para A. fabae lo que indica la presencia de mecanismos de resistencia 
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comunes para ambos patógenos. Oc8 (chr. V) solo se ha detectado en la campaña 

07/08 por lo que es necesario seguir trabajando para definir su posición con mayor 

precisión y en los diferentes ambientes. No fueron detectados los QTLs Oc9-Oc13 ni 

ninguno de los QTLs para O. foetida detectados por Gutiérrez et al. 2013. 

 En la población Vf6 x Vf136, se han identificado cinco regiones relacionadas 

con la resistencia a A. fabae confirmándose la estabilidad de Af1 (chr. III) y Af2 (chr. 

II) de acuerdo con los datos de Díaz-Ruiz et al. (2009a). La mayoría de QTLs 

descritos eran específicos de patógeno excepto Af2 que se localiza muy cerca de Oc3  

identificando una región genómica con resistencia de amplio espectro y posibles 

mecanismos de defensa comunes ante O. crenata y A. fabae. Las resistencia de 

amplio espectro y duraderas son deseables en la mejora de cultivos ya que son 

efectiva en el tiempo, en distintos ambientes y ante distintos patógenos o 

enfermedades (Kou y Wang, 2010; Schweizer y Stein, 2011). Dichos autores sugieren 

la saturación de tales puntos calientes con marcadores génicos acompañados de 

estudios funcionales, para la identificación de genes de resistencia. Aunque las 

herramientas genómicas disponibles son aun limitadas, ejemplos de genes candidatos 

tales como GER4 en cebada, trigo y arroz (Himmelbach et al. 2010; Manosalva et al. 

2008; Schweizer et al. 1999) sugieren que este enfoque puede tener un futuro éxito en 

nuestra especie. 

 Además, tres nuevas regiones (Af3_DSS, Af4_DSS y Af5_DSL) no detectadas 

por Díaz-Ruiz et al. (2009a) fueron identificadas en este estudio. La incorporación de 

los nuevos marcadores PsMnSOD y P00098 han permitido detectar Af3_DSS (II) y 

Af5_DSL (LG12), respectivamente. P00098 sería un buen candidato para su futura 

validación en distintos fondos genéticos y empleo en MAS. Se trata de una secuencia 

de lenteja ortóloga al gen Medtr8g013640 de M. truncatula (PFAM: 4F5 protein 

family KOG: Small EDRK-rich protein H4F5), que codifica para proteínas cortas 

ricas en aspartato, glutamato, lisina y arginina. Aunque se expresan de modo ubicuo 

en los seres vivos, su función es aún desconocida. Sin embargo, uno de los 

marcadores flanqueantes de Af5_DSL, LSSR9 descrito en Arabidopsis thaliana y 

genotipado por Ellwood et al. (2008) en habas, codifica para una lipasa (Gene Bank 

accession: CA411496; Putative lysosomal acid lipase). Chapman et al. (2012) y 

Benning et al. (2102) entre otros, sugieren que las lipasas son necesarias para la 

producción de una actividad antibiótica presente en los exudados de plantas y que 

limitan la infección por patógenos vegetales. En estudios previos, Louis et al. (2010) 
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demostró que las lipasas ácidas están de algún modo generando señales implicadas en 

la respuesta inmune innata en plantas. Al estar Af5_DSL en una zona con mayor 

número de marcadores génicos asociados a genes con posibles funciones de defensa, 

la identificación del gen responsable y su confirmación en distintos fondos genéticos 

para utilización en MAS, puede ser más inmediato. 

 Para el control de resistencia a O. crenata se identificaron dos QTLs (Oc2 y 

Oc4). Tras incorporar un nuevo marcador (SSAf_5), asociado con la resistencia a 

Ascochyta en otra población de habas (Madrid et al. 2013) Oc2 en cromosoma VIb, 

fue detectado en Córdoba 2002/2003 (Co03) concordando con los datos de Díaz-Ruiz 

et al. (2010); Oc4_Co04 se detecta en el cromosoma IA.2 de acuerdo con Díaz-Ruiz 

et al. 2010. El resto de QTL (Oc2_Mg04, Oc3_Cor03, Oc3_Cor04, Oc5) detectados 

por Díaz-Ruiz et al. (2010), no lo fueron en este estudio debido al empleo de criterios 

diferentes para determinar la presencia significativa de un QTL. Este autor identifica 

un QTL fijando como LOD critico un LOD ≥ 2, mientras que este estudio se 

determinó considerando valores que superaran el LOD crítico obtenido por 

permutaciones. Si empleamos los criterios previos todos los QTL detectados por 

Díaz-Ruiz et al. (2010), excepto Oc5 también son detectados. 

 De igual modo, este estudio no detectó ningún QTL para O. foetida y sólo 

empleando los criterios utilizados por Díaz-Ruiz et al. 2009b se identifican dos QTL 

de resistencia. Of1, en Beja 2003 (cromosoma IA) y Of2 en Beja 2004 (cromosoma 

III) cuya saturación fue mayor con la incorporación del nuevo marcador flaqueante 

(mt_Gen_1017_03_3).  

 Aunque nuestro estudio aporta nuevos marcadores génicos que co-localizan 

o flanquean algunos de los QTLs, e información sobre posibles mecanismos de 

resistencia para ambos patógenos, es necesario obtener una mayor saturación para 

estimar mejor la posición y efectos de dichos QTLs. Como ya se ha mencionado, el 

análisis de poblaciones más grandes o una evaluación más exacta de la resistencia, 

podría facilitar dicha tarea. Finalmente, el análisis para cambios de expresión de los 

marcadores más cercanos permitirá determinar si son responsables directos de la 

respuesta observada o si forman parte del complejo de rutas de reconocimiento y 

señalización necesario para dicha respuesta. 

 Al mismo tiempo, la saturación con marcadores comunes para ambas 

poblaciones podría permitir una comparación de sus resultados. Esta tarea se verá 

facilitada por el nuevo estudio de Ocaña et al. (2015), en el que se describe el 
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transcriptoma completo de la población 29H x Vf136 en su interacción con Ascochyta 

fabae. Dicho transcriptoma aporta una gran batería de SNP (single nucleotide 

polymorphism) que podría ayudar a saturar estas zonas de interés. Dicho trabajo se 

describe ampliamente en el capítulo III de esta tesis. 

  El análisis de estos nuevos marcadores junto a la información de los 

recientes mapas genéticos (Satovic et al. 2013, Webb et al. 2015), las ventajas de la 

colinealidad entre las habas y M. truncatula (Ellwood et al. 2008, Satovic et al. 2013, 

Webb et al. 2015) y el nuevo ensamblaje del genoma de M. truncatula (Mt 4.0) (Tang 

et al. 2014) ofrece una inmensa fuente de nuevas secuencias para el desarrollo de 

nuevos marcadores y la saturación de regiones de interés. La combinación de estudios 

genómicos y transcriptómicos debería aportar información suficiente para permitir la 

identificación de genes clave para los futuros programas de mejora en este cultivo.  
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III. 1. Abstract 

 

Faba bean is an important food crop worldwide. However, progress in faba bean 

genomics lags far behind that of model systems due to limited availability of genetic 

and genomic information. Using the Illumina platform the faba bean transcriptome 

from leaves of two lines (29H and Vf136) subjected to Ascochyta fabae infection 

have been characterized. De novo transcriptome assembly provided a total of 39,185 

different transcripts that were functionally annotated, and among these, 13,266 were 

assigned to gene ontology against Arabidopsis. Quality of the assembly was validated 

by RT-qPCR amplification of selected transcripts differentially expressed. 

Comparison of faba bean transcripts with those of better-characterized plant genomes 

such as Arabidopsis thaliana, Medicago truncatula and Cicer arietinum, revealed a 

sequence similarity of 68.3%, 72.8% and 81.27%, respectively. Moreover, 39,060 

single nucleotide polymorphism (SNP) and 3,669 InDels were identified for 

genotyping applications. Mapping of the sequence reads generated onto the assembled 

transcripts showed that, 393 and 457 transcripts were overexpressed in the resistant 

(29H) and susceptible genotype (Vf136), respectively. Transcripts involved in plant-

pathogen interactions such as leucine rich proteins (LRR) or plant growth regulators 

involved in plant adaptation to abiotic and biotic stresses, were found to be differently 

expressed in the resistant line. The results reported here represent the most 

comprehensive transcript database developed so far in faba bean providing valuable 

information that could be used to gain insight into the pathways involved in the 

resistance mechanism against A. fabae and to identify potential resistance genes to be 

further used in marker assisted selection. 

 

 

Keywords: Transcriptome, faba bean, Ascochyta, SNP, qPCR, candidate genes, 

genomics. 
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III.2. Introduction 

 

Faba bean (Vicia faba L.), one of the first domesticated plant species in Old World 

agriculture, is an important food crop worldwide and a source of dietary protein in 

developing countries. It ranks fourth in terms of cultivation after key food legumes 

such as chickpea, pea and lentil (http://faostat.fao.org). World production of dry faba 

beans remained stable in the last five years (4.2 million tons), with China and 

Ethiopia producing almost half. Traditionally grown in the Mediterranean basin, 

Middle East, China and Latin America the crop is currently achieving particular 

relevance in Australia (third world producer), Europe and North America. The main 

faba bean breeding objectives today include yield and seed quality improvement as 

well as resistance to biotic and abiotic stresses. Among them, broomrape (Orobanche 

crenata), a highly damaging parasitic weed, and Ascochyta blight, caused by 

Ascochyta fabae Speg., are the most serious threats to faba bean cultivation in most 

parts of the world.  

The wild faba bean progenitor is unknown, and crosses with other Vicia 

species have proved unsuccessful (Cubero, 1984; Maxted et al. 1991), thus limiting 

genetic diversity to the primary gene pool. Faba bean has a diploid set of 12 

chromosomes and a genome of 13,000 Mbp (Bennett et al. 1995) with a high 

proportion of repetitive DNA elements (Flavell et al. 1974). It represents, one of the 

largest legume genomes, exceeding 25 times that of the model legume Medicago 

truncatula. These biological aspects are the major challenges towards faba bean 

genome sequencing and associated marker development for efficient genomics-

assisted breeding. In spite of these limitations, saturated genetic maps built with 

RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA), SSRs (Simple Sequence Repeats) 

and gene-based SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) markers from M. truncatula, 

pea (Pisum sativum L.), lupin (Lupinus albus L.), lens (Lens culinaris Medik.) and 

soybean (Glycine max L. Merr), are now available (Torres et al. 2010; 2012; Satovic 

et al. 2013; Ma et al. 2013; Khazaei et al. 2014). These maps allowed the location of 

genes and QTLs (Quantitative Trait Loci) controlling faba bean resistance to different 

pathogens such as broomrape (Díaz-Ruiz et al. 2010; Gutierrez et al. 2013; Román et 

al. 2002), A. fabae (Avila et al. 2004; 2003; Díaz-Ruiz et al. 2009; Kaur et al. 2014; 

Román et al. 2003), rust (Avila et al. 2003) and other important agronomic traits as 

yield or drought adaptation (Khazaei et al. 2014; Cruz-Izquierdo et al. 2012). 

http://faostat.fao.org/
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Nevertheless, the genomic regions controlling those characters are still not well-

characterized and no diagnostic markers have been developed either. So, the 

identification of markers with complete association with the QTL will boost the 

development of “perfect” markers in pulses (Kumar et al. 2011). Such markers are 

extremely useful for guiding the introgression of multiple resistant genes, because 

they increase selection efficiency and avoid recombination events between markers 

and QTLs (Hospital et al. 2009).  

The success of marker assisted selection (MAS) for agronomically important 

traits will depend on the extent to which the underlying genes and pathways are 

identified and further used for the development of candidate gene markers (Madrid et 

al. 2012). However, faba bean genomics lags far behind that of model systems. This is 

reflected by the low number of faba bean ESTs (Expressed Sequence Tags) present in 

the dbEST database at NCBI (release 130101; 1 January 2013). Only 5,510 ESTs are 

available for this crop, compared with 1.5 million and 270,000 public entries for 

Arabidopsis and M. truncatula ESTs, respectively (http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

/dbEST). Therefore, much effort is still needed to develop comprehensive faba bean 

genomic resources and to generate fast and cost-effective gene-based markers useful 

for molecular breeding or comparative genomic analysis.  

The emergence of next generation sequencing (NGS) technology in the latest 

decade, is rapidly changing this scenario (Schuster et al. 2008). Compared to 

traditional sequencing methods, NGS yields a large number of sequences suitable to 

develop fast and cost-effective gene-based markers such as EST-based SSRs, SNPs or 

Indels (short insertions and deletions) and therefore, high-density genetic maps. 

Examples in faba bean include 2,397 (Kaur et al. 2012) and 28,503 SSRs (Yang et al. 

2012) that are already available. Moreover, SNP assays using the KASPar™ 

(KBiosciences Competitive Allele Specific PCR) platform (LGC, UK) have been 

described (Cottage et al. 2012), and have been used to build a fairly dense genetic 

map for genomic-assisted breeding (Khazaei et al. 2014). Besides marker 

development, NGS offers an efficient way for wide transcriptome assemblies in crops 

with large and poorly characterized genomes, as faba bean is (Varshney et al. 2013). 

This approach provides an excellent resource of gene sequence information and 

expression data for identification of candidate genes associated with relevant traits. A 

preliminary faba bean transcriptome analysis (Kaur et al. 2012) identified a collection 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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of EST-derived SNPs that were used to develop a genetic map in a faba bean 

population segregating for ascochyta blight resistance (Kaur et al. 2014).  

In order to increase the publicly available genomic data for this crop and to 

further assist in the development of allele-specific markers efficient in breeding 

selection, we performed a comprehensive characterization of the faba bean 

transcriptome derived from leaves of two lines (29H and Vf136) subjected to A. fabae 

infection, using the Illumina platform. Illumina reads together with the 105,094 faba 

bean sequences available in public databases were used for de novo transcriptome 

assembly. Results reported here will aid in identifying potential gene targets for use in 

marker assisted selection and represent the most comprehensive transcripts database 

reported so far in this crop species. 

 

III.3. Material and methods 

 

III.3.1. Plant material and A. fabae inoculation 

Two faba bean genotypes (29H and Vf136) were used for de novo transcriptome 

assembly. Line 29H has been described as resistant to A. fabae in several studies 

(Tivoli et al. 1998; Maurin et al. 1992; Bond et al. 1994; Sillero et al. 2001) and 

Vf136 belongs to the germplasm collection of the IFAPA Centro Alameda del Obispo 

in Córdoba (Spain), and is susceptible to ascochyta blight (Román et al. 2003).  

Seeds of both genotypes were pre-germinated and sown with three 

replicates; three plants each, in 14 cm-diameter pots, using a 1:1 mixture of sand and 

peat. All plants were grown in a controlled condition chamber at 20-22ºC. Inoculation 

was performed as described by Madrid et al. (2013) using a monoconidial isolate of 

A. fabae, CO99-01, originating from Córdoba, Spain. Non-inoculated replicated 

plants were included in the assay as controls. To confirm that A. fabae infection had 

been effective, inoculated plants were checked for expected disease symptoms at 15 

days after inoculation and compared to controls. 

 

III. 3. 2. RNA extraction, library preparation and DNA sequencing  

As early defence responses occur shortly after contact with a pathogenic organism 

(Gururani et al. 2012; Pritchard et al. 1989), entire leaf tissue was taken from plants at 

4, 8 and 12 hours after inoculation, and immediately frozen in liquid nitrogen. An 
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identical collection of leaf tissue was accomplished in the non-inoculated plants of the 

same lines. Total RNA isolation and cDNA synthesis were performed as described in 

a previous study (Madrid et al. 2013). Two cDNA libraries were generated from the 

pooled time point RNAs of each faba bean line (29H and Vf136). The library 

construction and sequencing was performed by GenXPro, Frankfurt am Main, 

Germany. Normalization of cDNA was performed as described by Zhulidov et al. 

2004 and Bogdanova et al. 2008. The normalized cDNA was random fragmented and 

adapters for Illumina sequencing ligated. Products were amplified and size selected 

on agarose gel. Insert size of the fragments was 150-300 bp. Sequencing was 

performed on an Illumina GAII machine, using 1 x 100 bp reads. The sequence data 

generated in this study have been deposited at SRA (Short Read Archive) database 

under Experiment Accessions SRX690543 (29H) and SRX690544 (Vf136). 

 

III. 3. 3. Sequence pre-processing, de novo assembly and annotation 

With the aim of constructing a faba bean transcriptome that integrates all known 

sequences in this species, 19,067 entries from European Nucleotide Archive (ENA), 

and 79,657 singletons and 6,370 contigs from Kaur et al. 2012 were incorporated. 

Illumina reads and these additional faba bean sequences were assembled following an 

updated version of the workflow described in Seoane et al. 2015. Differences with 

respect to the published pipeline are that (i) more ENA entries were incorporated, (ii) 

the pre-processing included more putative contaminant sources of microorganisms, 

(iii) Full-LengtherNext analyses can now detect and split chimeric transcripts, (iv) 

UniProtKB database for Full-LengtherNext analyses was updated on September 4th, 

2014, and (v) the prediction of species-specific coding transcripts was carried out with 

TransDecoder (http://transdecoder.github.io). The resulting assembling was named as 

the v 1.1 of the V. faba transcriptome. 

In addition to the annotations provided by Full-LengtherNext in the pipeline, 

the reconstructed transcripts were compared against the nucleotide sequence database 

TAIR 10 of Arabidopsis orthologue using BLASTN (Altschul et al. 1990) with a 

threshold E-value of 10
-10

. These orthologue identifiers were used for functional 

analyses using the AgriGo tool (http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO) (Du et al. 2010). A 

nucleotide comparison using BLASTN was also performed against genetically related 

legume species (M. truncatula, and Cicer aritenum). Finally, the protein sequences 

derived from the faba bean transcriptome were compared against the nucleotide 

http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO
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sequence database of chickpea using the tBLASTX (E-value10
-10

) to derive other 

putative annotations. The resulting annotated transcriptome is provided in 

Supplemental File 1. 

 

III. 3. 4. Variant analyses  

Identification of nucleotide variations (SNPs and InDels) was performed by separated 

mapping data from each genotype against the tentative transcripts using Bowtie v2.1.0 

(Langmead et al. 2002). SNPs were called using bcftools and filtered using vcfutils 

from the Li et al. 2009, using the default parameters, to obtain a subset of high quality 

SNPs and InDels.  

 

III. 3. 5. Differential gene expression and functional enrichment 

The sequence reads obtained from resistant and susceptible genotypes were mapped 

separately against the reference transcriptome and then counted using Sam2counts.py. 

The count chart was loaded into the RobiNa software (Lohse et al. 2012) and analyses 

with the statistical method edgeR (Robinson et al. 2010). Reliability of differential 

expression required a P-value < 0.05. Finally, a functional enrichment analysis was 

conducted using Kobas 2.0 (http://kobas.cbi.pku.edu.cn/home.do) with the Fisher's 

exact test based on the differentially expressed genes detected and known KEGG 

pathways, in order to identify genes potentially associated with phenotypic 

differences between lines. 

 

III. 3. 6. Expression profiles via RT-qPCR 

Two μg of total RNA was reverse transcribed in duplicates from separate tissue 

samples for each time point from both genotypes and inoculated/non-inoculated 

plants using the M-MLV reverse transcription enzyme (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA), in combination with oligodT (dT12–18) according to manufacture’s 

instructions. cDNA syntehesis and quality controls were performed as described 

previously by Madrid et al. 2013. Primers were designed based on their differential 

expression between both genotypes using the software package Primer 3 

(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/; Table 1) (Rozen et al. 1999).  

 

 

 

 

 

http://kobas.cbi.pku.edu.cn/home.do
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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Table 1. Primer pairs designed to validate RNAseq data by RT-qPCR and number of reads 

detected in each of the faba bean genotypes. 

 

 

In order to normalize the data two reference genes, actin1 (ACT1) and 

cyclophilin (CYP2), were used (Gutierrez et al. 2011). The real-time quantitative PCR 

(qPCR) reactions used the iTaq™ Universal SYBR® (Biorad) according to 

manufacturer's instructions. qPCR amplifications were carried out in a 7500 HT 

sequence detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with the 

following temperature profile: initial denaturation at 95°C for 5 min, followed by 30 

cycles of 95°C for 30 s and 60°C for 30 s (annealing and elongation). No-template 

controls were included. Amplicon quality was checked by an additional melting curve 

gradient with fluorescence measures after each temperature step. The amplification of 

the target genes at each cycle was monitored by SYBR green fluorescence. The Ct, 

defined as the PCR cycle at which a statistically significant increase of reporter 

fluorescence is first detected, was used as a measure for the starting copy numbers of 

the target gene. The efficiency of each primer pair was checked for all templates using 

LinReg software. The qPCR data were normalized with the relative efficiency of each 

primer pair. 

 

III. 4. Results 

 

III. 4. 1. A new faba bean transcriptome 

The construction of a complete faba bean transcriptome is the first step towards the 

identification of putative genes associated with resistance to A. fabae in this crop. 

Using RNA obtained from leaf tissue taken at 4, 8 and 12 hours after inoculation, a 

total of 33,023,160 raw sequences, with a read length of approximately 100 pb were 

generated. Approximately half of the sequences (16,567,244) belong to the 29H 

Gene homology Primer ID Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') Vf 136 Reads 29H Reads 

Transcription factor NAI1 C-3026 
GGAATCCGGAGAAAAT

TGGCC 

ATTCGAGCCAGGAA

TGGTGG 
    2175      0 

LEA-18 protein C-15319 
GGAACCATTGAAGGG

CTTGC 

GAGTAGGTGCCTCA

GTTGCA 
      110    0 

Jasmonate O-

methyltransferase 
L-45566 

GTGCAACACCAGGCA

GTTTT 

TGAGCAAATTTTCT

GGCGCC 
         1   121 

F-box/LRR-repeat protein 

At3g59250 
L-57706 

CGGTTCACCACTTGGA

GTGT 

ATGCATTGCCGAAA

CCACAC 
         1   291 
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parental line and the other half (16,455,916) to line Vf136. A total of 30,907,202 

(93.59%) useful reads were submitted to different assembly procedures as described 

in Seoane et al. 2015. Additionally, 105,094 sequences from ENA and Kaur et al. 

2012 were pre-processed to provide 87,269 useful reads to be assembled and merged 

with the previous assemblies. As a result, 98,195 tentative transcripts were obtained, 

with the longest contig having 5,439 nucleotides in length (Table 2). This figure is 

overestimating the number of genes in V. faba, although the number has been reduced 

from the previous version (v 1.0), indicating that the new ENA sequences have served 

to assemble previously fragmented contigs. The percentage of transcripts with 

annotation (40.12% in v 1.1; S1 File) did not differ significantly between the three 

transcriptomes, but the number of non-redundant orthologues increased, possibly as a 

result of the higher input of reads and the improvement of Full-LengtherNext. The 

21,243 non-redundant orthologues in Table 2 are closer to the number of total genes 

in plants, as suggested for Arabidpsis (~ 27,200) (Lamesch et al. 2012). 

From the 39,185 annotated transcripts, 44% (9,325) contained a complete 

open reading frame for a known protein, 6,593 being non-redundant full-length 

proteins. The numbers recorded are much higher than those provided by Kaur et al. 

2012, but do not differ from v 1.0. A detailed analysis indicated that v 1.0 was 

contaminated with transcripts from microorganisms that are absent in v 1.1 (results 

not shown).  

Although RNA-seq libraries were not designed to detect any ncRNA, due to 

the deep analysis provided by the Illumina Platform 2,254 putative ncRNAs 

(including microRNA precursors) were detected by comparing against miRBase 

(Kozomara et al. 2012), although these were not confirmed. Interestingly, a previous 

transcriptome report identified 134 putative ncRNAs by the same comparison criteria 

(Kaur et al. 2012). 

The proportion of unknown transcripts was 60% in v 1.1, compared to 65% 

in v 1.0 and 52% in Kaur et al. 2012. This indicates that the update of sequences and 

software in the workflow described in Seoane et al. 2015 clearly improved the faba 

bean transcriptome. These transcripts can be faba/legume-specific transcripts (without 

a clear orthologue in the databases) or assembling artefacts. The TransDecoder 

analyisis included in Full-LengtherNext revaled that 270 transcripts likely are 

faba/legume-specific and coding for a complete, unknown protein, while 579 

transcripts could be coding for a complete protein or a protein fragment.  
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Table 2. Summary of the attributes assemblies obtained using three different datasets after the 

analysis using Full-LengtherNext. Transcriptomes of Kaur et al. 2012 and version 1.0 were 

analysed with older releases of Full-LengtherNext, while the current transcriptome (version 

1.1) was analysed with a new release of this software. 

 

Transcriptome attributes 
 Kaur et al. 

[23] 
   v 1.0 

    [36]  
          v 1.1  

     (this work) 

Tentative transcripts 85,844      118,188      98,195 

Transcripts with annotation  41,049       38,004      39,185 

            Unique IDs 18,871       20,413      21,243 

Transcripts including a complete ORF   1,578       10,516       9,325 

             Unique complete ORFs  1,424        6,787      6,593 

ncRNAs     134        2,789      2,254 

Transcripts without orthologue 44,661      77,395      59,010 

Coding  0        3,314      270 

Putative coding 0      -      579 

BA index 0,95      0,86      0,91 

 

Based on the characteristics of the transcriptome (Table 1), the non-

redundant V. faba protein-encoding transcriptome consists of 22,092 transcripts 

(21,243 unique orthologues, 6,593 of them coding for a complete, known protein and 

270 + 579 for unknown transcripts). The subset of 21,243 non-redundant known 

transcripts was selected for further studies. This subset corresponded to the longest 

transcripts with different orthologous IDs, including those that code for a complete 

open reading frame (ORF).  

 

III. 4. 2. Functional classification of the V. faba transcriptome  

A comparison among previous transcriptome data (KT) (Kaur et al. 2012) with the 

present transcripts assembled only from Illumina reads (PT) or enriched with database 

sequences (ET) was performed. These data were obtained from intermediary steps of 

the assembly workflow (results not shown). The Arabidopsis orthologues in the three 

subsets (KT, PT and ET) were used to assess the overlapping information with 

BioVenn (Hulsen et al. 2008). This comparison, revealed that the ET transcriptome 

represents 75% of KT (Kaur et al. 2012) and 95.5% of PT. The Venn diagram depicts 

the number of overlapping sequences and genes unique among the three 

transcriptomes (Figure. 1). 
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Figure 1. Venn diagram depicting the number of overlapping sequences and unique genes 

present among the three transcriptomes. KT: transcriptome developed by Kaur et al. (2012); 

PT: Illumina reads from the present study; ET: enriched transcriptome (Illumina reads and 

database sequences). 

 

Faba bean transcripts were categorised by predicted function using AgriGO 

against A. thaliana. A total of 13,266 transcripts were classified based on the Gene 

Ontology (GO) hierarchy and assigned at least to one GO term. Transcripts were 

classified into 401 significant GO terms, of which 237, 83 and 81 belonged to the 

categories biological process, molecular function and cellular component, 

respectively. Among the biological process terms, cellular (38.2%) and metabolic 

processes (34.7%) were the most represented. Other biological processes such as 

biological regulation (12.9%), developmental process (8.7%), response to stimulus 

(14.4%) and regulation of biological process (10.9%) were also found (Figure 2). In 

the molecular function category a significant percentage of genes were assigned to 

binding and catalytic activity (35.4% and 36.3%, respectively). Other molecular 

functions found were transcription regulator activity (6.2%) and transporter activity 

(5.9%) (Figure 2). Finally, the higher number of cellular component annotations fell 

into cell part (52.4%), organelle (32.4%) and organelle part (10.8%) (Figure 2). 
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Figure 2. Distribution of the GO categories assigned to the faba bean transcriptome. Unique 

transcripts were annotated in three categories: biological process, cellular components and 

molecular functions. 

 

III. 4. 3. Sequence similarity of V. faba transcripts with other plants 

The 21,243 faba bean transcripts were analysed for similarity/sequence conservation 

against the transcript data sets of A. thaliana and the legume species M. truncatula 

and C. arietinum, using BLASTX. The largest number of faba bean transcripts 

(17,265 accounting for 81.3%), showed significant similarity with the chickpea 

unigenes, followed by Medicago (15,457 transcripts; 72.8%) and Arabidopsis (14,506 

transcripts; 68.3%). As reported previously (Doyle and Luckow, 2003) the analysis 

confirms the close phylogenetic relationship between faba bean, chickpea and 

Medicago. All of them are cool-season legumes, members of the Papilionoid 

subfamily and diverged from a common ancestor ~60 million years ago.   

A tBlastx search was performed with chickpea, whose genome was recently 

sequenced and annotated, using the chickpea CDS information (GA_v1.0) (Varshney 

et al. 2013) and the faba bean transcripts described in this study. We found that 

17,129 (80.63%) of the faba bean transcripts are conserved in the chickpea transcript 

data set. Considering the high degree of conservation among legumes, it may be 

assumed that the assembly of the faba bean transcriptome may further be improved as 

more sequence data from other species become available.  
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III. 4. 4. Discovery of SNPs and InDels variants 

A total of 44,145 putative variants were identified in the transcriptome dataset. After 

filtering, high confidence differences were obtained resulting in 39,060 SNP and 

3,669 Indels (S2 File). The highest number of SNPs detected were C/T (7,320, 

18.7%), followed by A/G (6,443, 16.5%), T/C (5,969, 15.3%) and G/A (5,566, 

14.2%). The remaining SNP types account for less than 5%. Transitions were the 

most common SNPs (64.8%) compared to transversions (35.2%). 

 

III. 4. 5. Transcripts involved in blight resistance  

A comparison between the transcript data derived from the resistant and susceptible 

genotypes was performed by mapping the sequence reads generated onto the 

assembled transcripts. Out of the 21,243 transcripts, 850 (4%) showed significant 

differences between the two genotypes, 393 and 457 transcripts being overexpressed 

in the resistant and susceptible genotype, respectively. Moreover, 290 transcripts were 

only unique to the resistant line while 278 were only found in the susceptible line (S3 

File).  

In order to gain insights into the pathways involved in Ascochyta resistance 

in faba bean, transcripts that consistently showed significant expression differences 

between resistant and susceptible genotypes were grouped by KEGG IDs. Sixty-five 

KEGG pathways were identified in the resistant genotype (29H) and 94 in the 

susceptible one (Vf136). In addition, transcripts involved in 24 pathways related to 

pathogen resistance in both genotypes were identified, including those involved in 

biosynthesis of secondary metabolites, ethylene, phenylpropanoid and isoflavonoids. 

In the resistant genotype (29H) several transcripts involved in plant-pathogen 

interaction were differently expressed (S3 File). These genes are leucine rich proteins 

(LRR) such as RGA2 or FEI1 and plant growth regulators with documented roles in 

adaptation to abiotic and biotic stresses such as abscisic acid, ethylene, jasmonic acid 

and salicylic acid. Examples include jasmonate O-methyltransferase, 1-

aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase, abscisic acid 8'-hydroxylase 3  and 

salicylic acid carboxyl methyltransferase, as well as several abscisic acid-induced 

proteins (HVA22 and stress-induced receptor-like kinase) or heat shock proteins 

(Hsp90, DNAJ/Hsp40 or Hsp70). The signaling pathway genes TGF-beta, p53 and 

EGF receptor (histone acetyltransferase and rac-like GTP binding protein) as 

regulators of reactive oxygen species production and cell death in plant species were 
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also represented. Enzymes involved in biosynthesis of secondary metabolites such as 

chlorogenic acid, scopoletin, suberin and phenylpropanoids; caffeoyl-CoA 3-O-

methyltransferase, flavonoids (dihydroflavonol reductase) and chitin elicitor-binding 

protein were either identified. 

A number of genes encoding proteins with essential roles in disease 

resistance and response were differentially expressed between the resistant and 

susceptible genotypes. Transcripts encoding NBS-LRR proteins (RGA2 and protein 

10), enzymes involved in jasmonate and etilene pathways (methyl jasmonate esterase 

and 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase) and heat shock proteins (Hsp90, 

Hsp70) were found in different read numbers. Remarkable is the detection of a 

transcript encoding MLO, a gene conferring broad spectrum powdery mildew 

resistance in monocots and dicots (Humphry et al. 2011), as well as a MYB-related 

transcription factor, several  pathogenesis-related proteins (PR1a,  PR5, a disease 

resistance response protein 206), a  gibberellin induced protein and a CNGC5-like 

protein. Differential expression of calmodulin and aldehyde dehydrogenase 7a, two 

key regulators of the plant immune response, was also observed. 

 

III. 4. 6. Validation of Transcriptome by RT-qPCR 

To confirm the transcript abundance differences identified by the read counts, 

expression levels of four transcripts (transcription factor NAI1, LEA-18, Jasmonate 

O-methyltransferase and F-box/LRR-repeat protein At3g59200, Table 1) were 

measured by real time RT-qPCR. Both faba bean genotypes were analyzed 

independently at each time point and condition (inoculated and non-inoculated leaf 

samples). Transcripts were selected to represent putative candidate genes related to 

Ascochyta resistance and a wide range of expression profiles. NAI1 belongs to the 

helix-loop-helix (HLH) family and regulates ER body formation. ER bodies are 

enriched at the epidermis cells to protect plants from pathogens/herbivores that may 

enter or feed them. This is supported by the fact that leaf wounding triggers local and 

systemic de novo formation of ER bodies in a jasmonic acid (JA)-dependent manner 

(Nakano et al. 2014). LEA proteins have functional properties related to their 

presumed role as cellular stabilizers under stress conditions (Hundertmark et al. 

2008). Jasmonic acid is a phytohormone involved in plants response against 

necrotrophic pathogens (Pieterse et al. 2009). Finally, the F-box genes are involved in 

the control of many crucial processes such as pathogen resistance, embryogenesis, 
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hormonal responses, etc. Relative transcript levels obtained by RT-qPCR analysis for 

the selected transcripts were consistent with those previously observed by RNA-seq. 

The differential expression between the two genotypes was confirmed in all cases 

(Figure 3) being the expression higher in the inoculated leaves. 

 

 

Figure 3. Analysis of the kinetics of 4 transcripts analyzed by RT-qPCR in the resistant and 

susceptible genotype. (a) LEA-18; (b) Transcription factor NAI1; (c) Jasmonate O-

methyltransferase; (d) F-box/LRR-repeat protein At3g59200 analyzed at 4, 8 and 12 hours after 

inoculation with A. fabae. Relative mRNA quantification was performed using ACT1 and 

CYP2, as reference genes for normalization.  

 

 

III. 5. Discussion 

 

Faba bean genetic and genomic studies have been limited by the lack of genomic 

resources. Transcriptome assemblies allow the detailed comparative analysis across 

different genera and the discovery of functionally relevant markers. In crops such as 

faba bean, with a large and poorly characterized genome, comprehensive 

transcriptome assemblies offer a way to directly access the genes and the causative 

functional polymorphisms, yielding valuable insights about genome organization 

(Bohra et al. 2014).  
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The goal of this study was to generate a comprehensive faba bean 

transcriptome assembly with the final aim of detecting potential resistance genes for 

Ascochyta fabae. For this purpose, sequences from three different data sets were 

combined: newly obtained transcripts from Illumina sequencing, those obtained from 

FLX/454 reads (Kaur et al. 2012) and the ESTs sequences available at public 

databases. The completeness and quality of the new assembly was superior to earlier 

faba transcriptome assemblies (Kaur et al. 2012; Seoane et al. 2015). For instance, 

when the datasets were analyzed individually, a wide range of counts were reported: 

85,844 transcripts from 304,680 FLX/454 reads (Kaur et al. 2012) and 98,195 

transcripts from 30,907,202 Illumina reads. Hybrid assembly using a combination of 

different datasets was previously shown to be superior to that generated from a single 

sequencing platform (Schatz et al. 2010). Drawbacks of a single sequencing platform 

can be compensated by different characteristics of sequences obtained from other 

platforms, and the combination of both may help to correct sequence errors/biases 

improving the quality of draft assembly (Schatz et al. 2010).  The enriched 

transcriptome obtained in the present study increased the number of annotated genes 

by 27.8% as compared with the previous report Kaur et al. 2012. Although a single 

pooled sample was used for each genotype and condition, the differences in gene 

expression of four tested transcripts determined by RT-qPCR were consistent with 

those obtained by RNA-seq, confirming the validity of the expression data. Further 

research is required to determine the potential function of the identified candidate 

genes in faba bean disease resistance. 

BLAST searches against public databases allowed annotation for the 98,195 

faba bean transcripts, yielding a set of 21,243 (54.21%) non-redundant transcripts 

with an orthologue gene ID. As reported in other legumes crops (Kudapa et al. 2014), 

comparison across species favors understanding of the biology and identification of 

genes in under-studied crops such as faba bean. This information may facilitate gene 

expression analysis and deliver evidence about gene content and function both of 

particular interest for the identification of candidate genes and the development of 

molecular markers.  

The number of unigenes described in this study (21,243) is close to those 

estimated for diploid plants such as A. thaliana (25,000) (Bevan and Walsh, 2005) or 

C. arietinum (28,269) (Varshney et al. 2013). Interestingly, 270 transcripts likely 

encoding complete proteins did not show significant homology with any other 
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sequence in the database, indicating that these transcripts may represent faba bean 

specific genes. Lineage and species-specific genes have been identified previously in 

other plant species, including legumes (Graham et al. 2004; Lin et al. 2010). These 

genes could be interesting for further functional studies and may reveal novel legume-

specific pathways. Moreover, knowledge on these genes may help to dissect species-

specific cellular processes and to understand evolutionary processes such as 

speciation and adaptation. 

The functional annotation obtained in faba bean was similar to that of C. 

arietinum (Hiremath et al. 2011) in terms of GO descriptions. The 14.4% of the 

annotated genes felt into “response to stimulus” subcategory. This result could 

contribute to our understanding of the global transcriptional changes occurring during 

infection by A. fabae. However, changes at the gene expression level are not 

necessarily a direct indication of the involvement of a gene in a biological process. 

Therefore, further genetic and functional analyses of differentially expressed 

transcripts are required to understand the biological significance of these changes in 

gene expression and their role in plant immune response. 

Analysis of sequence conservation might help in the transfer knowledge 

from model plants to faba bean for functional genomic studies. As expected, lower 

similarity of faba bean transcripts was found with Arabidopsis compared with model 

legume species Medicago and chickpea. As previously reported (Kaur et al. 20014; 

Cruz-Izquierdo et al. 2012; Varshney et al. 2013), our results confirm the close 

phylogenetic relationship and genome conservation among the three galegoid cool-

season legumes that derived from a common ancestor (Doyle et al. 2003). A large 

number (81%) of predicted faba bean proteins showed significant similarity with 

chickpea, indicating that their function might be conserved. Given the high degree of 

conservation among legumes, assembly of the faba bean transcriptome could be 

further improved as additional legume sequence data become available.  

The present study identified a large set of potential SNPs between the lines 

29H and Vf136 (44,146). Almost double rates of transitions in comparison with 

transversions were identified, comparable with results obtained in other plant species 

(Picoult-Newberg et al 1999; Nelson et al. 2011). Conversion of these SNPs into 

GoldenGate (Rostoks et al 2006) or KASP genotyping assays (http:// 

www.lgcgroup.com/products/kasp-genotyping-chemistry/) will provide a low-cost 

and high-throughput marker genotyping system for accelerating their use in genetics 
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and breeding programmes. Mapping and colocalization of these SNPs in previously 

reported A. fabae resistance QTLs (Avila et al. 2004; Díaz-Ruiz et al. 2009; Román et 

al. 2003) will validate the functional relationship of these candidate genes and their 

future application in molecular breeding approaches. 

Since the two sequenced genotypes showed differential resistance to A. 

fabae, and as DNA libraries were obtained from inoculated and non-inoculated 

leaves, genes with differential expression were identified in both genotypes. The 

results provided by this study are of interest to understand the transcriptional 

regulation of defense-associated genes as a first step toward understanding faba bean 

resistance to Ascochyta blight and improvement of disease resistance in plants (Dangl 

et al. 2001). Nevertheless, the nature of the signaling systems involved in resistance to 

major diseases in faba bean is still not well understood. The necrotrophic nature of A. 

fabae further complicates the elucidation of the resistance mechanism acting against 

this pathogen. As a result, only few studies have been reported to reveal the genes and 

metabolic pathways involved in this resistance (Madrid et al. 2013; Almeida et al. 

2015; Fondevilla et al. 2011). In other pathosystems, however, a wide range of 

defense responses are known to be induced. These include preformed structural and 

chemical components, activation of the phytoalexin biosynthetic pathway, production 

of PR proteins, cell wall reinforcement mediated by hydrogen peroxide and 

detoxification of fungal toxins (Fondevilla et al. 2011). Our results suggest that 

several of these mechanisms may contribute to resistance to A. fabae in faba bean line 

29H. 

After perception and recognition of a pathogen, constitutive basal defense 

mechanisms lead to an activation of complex signaling cascades of defense. Thus, ion 

channels and kinase cascades are activated, reactive oxygen species (ROS), 

phytohormones like abscisic acid (ABA), salicylic acid (SA), jasmonic acid (JA), and 

ethylene (ET) accumulate in concert to reduce infection, and a reprogramming of the 

genetic machinery lead to defense reactions to minimize the biological damage caused 

by the stress (Pieterse et al. 2009; Rejeb et al. 2014; Derksen et al. 2013). The 

comparison between the resistant (29H) and the susceptible (Vf136) genotypes 

revealed significant differences in the expression of several genes related to these 

defence mechanisms. Thus, several phytoalexins (Dihydroflavonol-4-reductase) and a 

chitin elicitor-binding protein (CEBiP) were only expressed in line 29H (S3 File). 

Chitin recognition results in the activation of defense signaling pathways and CEBiP  
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is known to plays a critical role in plant cells to mediate chitin perception and plant 

disease resistance (Wan et al. 2008). There was also evidence of alterations in cell 

wall metabolism indicated by overexpression of cellulose synthase biosynthesis 

genes. Other genes involved in the synthesis of methyl-jasmonate (jasmonate-O-

methiltransferase), ethylene (1-O-aminociclopropano-1-carboxilato), abcisic acid 

(abcisic acid 8-hidroxylase3) and salicylic acid (adenosyl-L-methionine: 

benzoic/salicylic acid carboxyl methyltransferase) were overexpressed or expressed 

only in the resistant genotype.  Additional examples are provided by the ACC oxidase 

(only expresses in the resistance line) that catalyzes the final step of ethylene 

synthesis after induction by biotic or abiotic stresses (S3 File).  Some of these 

findings were verified by RT-qPCR. Thus the enzyme Jasmonate O-

methyltransferase, and a F-box/LRR-repeat protein were clearly activated only in line 

29H. Conversely, two differentially expressed genes, NAI1 and LEA-18, which were 

found to be expressed in the susceptible faba bean line were not activate in the 

resistant line. Differentially expressed genes involved in these pathways point towards 

potential Ascochyta disease-resistance genes for future use in precision breeding. 

Several pathogenesis related (PR) proteins were as well mainly expressed in 

the resistant genotype, suggesting that they may be key players in the faba bean-

ascochyta interaction. PR proteins are indicators of a gene-for-gene resistance, 

associated with an immune response known as systemic acquired resistance (SAR) 

(Van et al. 1999; 2006). Resistance (R) genes are important for plant breeding 

purposes being ultimately responsible for activation of plant defense mechanisms 

(Dangl et al. 2001). Among these, the nucleotide binding site-leucine rich repeat 

(NBS-LRR) class is the most abundant and found in all types of plants (Kang et al. 

2012). Our analysis identified a number of CC-NBS and NBS-LRR resistance 

proteins (such as RGA2, FEI1) that were highly expressed in the resistant parent. In 

addition, genes involved in secondary metabolism were also found to be expressed 

upon fungal infection. These metabolites are responsible in higher plants for 

generating metabolic intermediates directed into several pathways, including the 

lignin and flavonoid pathways (Dixon et al. 1995; Fofana et al. 2005). Legumes 

utilize flavonoids, notably isoflavones and isoflavanones, to defend themselves 

against physical injury and pathogens.  Many of these effects appear to be related to 

their ability to modulate cell-signaling pathways (Rojas-Molina et al. 2007).  
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III. 6. Conclusions 

 

The present study contributes a non-redundant set of 21,243 transcripts in V. faba and 

provides a global view of genes expressed during the interaction with A. fabae. The 

assembly described here is the most comprehensive transcript database developed so 

far in this crop. Data set analysis revealed important features of the faba been 

transcriptome such as gene annotation, assignment of functional categories and 

identification of SNPs. The large number of SNPs and InDels identified offer a cost-

effective way to further develop functional markers for assisting breeding purposes. 

Furthermore, transcripts identified under specific categories like response to stimulus 

and enzyme classification, represent a valuable resource for faba bean crop 

improvement by identifying stress-response genes and genes involved in key 

metabolic pathways.  

Different mechanisms and pathways involved in the resistance to pathogens 

such as chitin recognition, production of phytoalexins and PR proteins were present. 

We also identified putative candidate genes related to pathogen resistance that will be 

future targets for molecular breeding of A. fabae resistance in faba bean. The next 

steps will include the identification of polymorphisms in the candidate resistance 

genes to facilitate gene mapping and validation in forthcoming marker-assisted 

breeding programs.  
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IV. 1. Abstract 

 

Faba bean is an important food crop worldwide. Marker assisted selection for disease 

resistance is a top priority in current faba bean research programs, with pathogens 

such as Ascochyta fabae and broomrape (Orobanche crenata) being among the major 

constraints in global faba bean production. However, progress in genetics and 

genomics in this species has lagged behind that of other grain legumes. Although 

genetic maps are available, most markers are not in or are too distant from target 

genes to enable an accurate prediction of the desired phenotypes. In this study, a set of 

SNP markers located in gene coding regions were selected using transcriptomic data. 

Ninety two new SNP markers were genotyped to obtain the most complete map 

reported so far in the 29HxVf136 faba bean population. Most of the QTL regions 

previously described in this cross were saturated with SNP markers. Two QTLs for O. 

crenata resistance (Oc7 and Oc8) were confirmed. Oc7 and Oc10 colocalized with A. 

fabae resistance QTLs, suggesting that these genomic regions might encode common 

resistance mechanisms and could be targets for selection strategies against both 

pathogens. We also confirmed three regions in chromosomes II (Af2), III (Af3) and VI 

associated with ascochyta blight resistance. The QTLs ratified in the present study are 

now flanked by or include reliable SNP markers in their intervals. This new 

information provides a valuable starting point in the search for relevant positional and 

functional candidates underlying both types of resistance. 

 

Keywords: Vicia faba L., disease resistance, transcriptome, differentially expressed 

genes, candidate genes, marker assisted selection. 
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IV. 2. Introduction 

Faba bean (Vicia faba L.) is an important legume crop cultivated on a global basis as 

a source of dietary protein, and ranks fourth in terms of cultivated area after the key 

food legumes chickpea, pea and lentil (http://faostat.fao.org). This crop plays an 

important role in management of soil fertility through crop rotation with cereals by 

fixing atmospheric nitrogen in the soil, thus providing disease breaks and contributing 

to agricultural sustainability. Major priorities in faba bean breeding programs include 

resistance/tolerance to biotic and abiotic stresses. Among the former, broomrape 

(Orobanche crenata Forsk.) and Ascochyta fabae Speg. represent the major constrains 

for this crop.  

Broomrape is a highly aggressive parasitic plant that compromises faba bean 

production in the Mediterranean region, North Africa and the Middle East, with losses 

ranging from 50 to 80% (Gressel et al. 2004). Heavy field infestations force farmers 

to abandone the growing in traditional legume growing areas (Abu-Irmaileh 1994). 

Orobanche is a holoparasitic weed that obtains nutrients through haustoria, which 

connect to the host vascular system. Its control remains challenging because no fully 

satisfactory and economic crop management measures are available. The best long-

term strategy for limiting damage is the development of Orobanche-resistant 

cultivars. Nevertheless, resistance against parasitic weeds is difficult to assess, scarce, 

of complex nature and of low heritability, making breeding for resistance a 

challenging task (Rubiales 2003). On the other hand, ascochyta blight caused by the 

fungal pathogen A. fabae is a disease prevalent in the Middle East, Europe, Canada, 

New Zealand, and Australia, that provokes between 35 to 90% yield losses in regions 

with cool and wet climate. Symptoms of infection include reduction of the 

photosynthetic area, pod and seed infection, seed staining and seed abortion, leading 

to yield reduction and reduced market value. Although the disease can be managed by 

application of chemicals and crop rotation, breeding of resistant cultivars is the most 

effective and sustainable means of control (Sillero et al. 2010). 

The development of new varieties for complex traits controlled by QTLs 

(Quantitative Trait Loci) is a cumbersome task using traditional breeding methods. 

Marker-assisted selection (MAS) provides a potential solution to replace the difficult 

or expensive phenotype-based selection systems with markers linked to the genes of 

interest. The first faba bean genetic maps were developed with RAPD (Random 
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Amplified Polymorphic DNA) markers, which are difficult to transfer between 

laboratories and/or genetic studies. Subsequently, the use of ESTs (Expressed 

Sequence Tags) and the development of public databases have increased the 

possibility of transferring information from closely related legume species such as 

Medicago truncatula, Pisum sp., Lens sp. or Cicer arietinun to faba bean (Satovic et 

al. 2013). Recently, large sets of gene-based markers have been developed in this crop 

(Kaur et al. 2014; Webb et al. 2016), representing a breakthrough in the expansion of 

the faba bean genetic map.  

Although several QTLs related to broomrape and Ascochyta resistance have 

been described and validated (Avila et al. 2004; Díaz-Ruiz et al. 2009; 2010; 

Gutiérrez et al. 2013; Kaur et al. 2014; Atienza el al. 2016),  their utilization in 

breeding programs has not been implemented. It is imperative to saturate and narrow 

down these QTL intervals to identify the underlying candidate genes and most 

importantly to identify allele specific markers linked to the trait of interest. However, 

the large and repetitive nature of the faba bean genome has slowed the development 

of maps with sufficient density for these purposes. Moreover, most of the markers 

tagging QTLs are RAPDS, a type of marker not reliable enough to warrant MAS 

approaches.  

The advances in sequencing technology with high-throughput SNPs 

genotyping platforms at low cost are promoting the development of high resolution 

maps in crop species with less genomic resources such as faba bean (Webb et al. 

2016). SNP alleles have several advantages over other markers in terms of gene 

mapping. They are extremely stable and mostly identical-by-descent, thereby 

preventing scoring errors associated to homoplasy. Transcriptome profiling under 

biotic stresses (e.g Ascochyta infection) has been recently implemented in this crop 

(Kaur et al. 2012; Madrid et al. 2013; Ocaña et al. 2015), providing gene based SNPs 

that can be applied towards targeted genomic studies of disease resistance/tolerance.  

The objectives of the present study were: (i) to construct a more detailed 

and informative genetic map of the faba bean recombinant inbred line (RIL) 

population 29H x Vf136, which varies in ascochyta blight and broomrape 

resistance and (ii) to refine the position of relevant trait-influencing QTLs with a 

more reliable and discriminatory marker set. The final aim was investigate the 

genetic basis of QTLs of interest by mapping differentially expressed candidate 

genes. To achieve this, a selection of SNPs obtained from recent transcriptome 
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analyses of two faba bean parental lines subjected to A. fabae infection (Madrid et 

al. 2013; Ocaña et al. 2015) were used to construct an improved map and to narrow 

down the genomic regions of the QTLs. Besides refining the position of target 

regions, this approach has potential to identify relevant candidate genes 

determining disease resistance. 

 

IV. 3. Material and methods 

 

IV. 3. 1. Plant material 

A mapping population comprising 119 F7:8 individuals developed by single seed 

descendent from the cross between 29H × Vf136 was used in this study. The 

genotype 29H is a minor type faba bean developed at INRA (France) and it was 

originally provided by Drs Berthelem and Le Guen (Station d’Amélioration des 

Plantes, INRA-Rennes, France). This genotype has been described as resistant to 

A. fabae in different studies (Tivoli et al. 1987; Maurin et al. 1992; Bond et al. 

1994; Sillero et al. 2001, 2010) and susceptible to broomrape (Gutiérrez et al. 

2013). The male parent, Vf136, is an equina type obtained at IFAPA (Córdoba) 

from the cross Vf1071 × Alameda (Cubero et al. 1992). This genotype is 

susceptible to A. fabae and resistant to broomrape (Roman et al. 2003; Avila et al. 

2004; Diaz-Ruiz et al. 2009, 2010; Gutierrez et al. 2013). 

 

IV. 3. 2. SNP selection and genotyping 

In order to identify SNPs likely linked to the disease resistance QTLs, we exploited a 

recent transcriptome analysis from the faba bean parental lines 29H and Vf136 in 

response to ascochyta blight (Ocaña et al. 2015). A set of putative SNPs associated 

with expressed sequence tags was chosen based on the following criteria: (i) 127 

SNPs belonged to transcripts differentially expressed between the two parental lines 

upon infection (p <0.05); (ii) a second set of 40 SNPs were located in genes/proteins 

associated with defense/resistance response to pathogens, although the corresponding 

transcripts were not differentially expressed between the parental lines; (iii) 61 SNPs 

were chosen from a group of 162 tags previously described as differentially expressed 

in response to A. fabae infection (Madrid et al. 2013) and used for blast analysis 

against annotated genes in the transcriptome developed by Ocaña et al. (2015). 
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Detailed information of the SNPs selected is shown in additional file1. A 

total of 228 SNP were finally selected to be genotyped using Kompetitive Allele 

Specific PCR (KASPar) assays provided by LGC genomics 

(www.lgcgenomics.com/genotyping/kasp-genotyping-chemistry) and the MassArray 

iPLEX (Sequenom) SNP typing platform at the Spanish National Genotyping Center 

facility of the University of Santiago de Compostela (http://www.cegen.org). KASP is 

a homogenous, fluorescence-based genotyping technology based on allele-specific 

oligo-extension and fluorescence resonance energy transfer for signal generation 

(Semagn et al. 2014). MassArray iPLEX consists of an initial locus-specific 

polymerase chain reaction (PCR), followed by single-base extension using mass-

modified dideoxynucleotide terminators of an oligonucleotide primer that anneals 

immediately upstream of the polymorphic site (SNP) of interest. The distinct mass of 

the extended primer identifies the SNP allele (Gabriel et al. 2009).  

 

IV. 3. 3. Linkage map construction and QTL analysis  

The SNP markers genotyped in the study were incorporated to a previous dataset 

(Gutierrez et al. 2013; Atienza et al. 2016). Segregation of loci was analyzed for 

goodness of fit to the expected 1:1 ratio in the RIL population using the Chi square 

test. The new set of markers was analyzed for linkage using JoinMap 4.1 (Van Ooijen 

2006). Markers were grouped using Maximum likelihood option at a minimum LOD 

score of 4.0 and maximum recombination fraction of 0.25 as general linkage criteria 

to establish linkage groups (LG). Recombination fractions were converted to 

centimorgans (cM) using the mapping function of Kosambi (1994). LGs were 

assigned, when possible, on the basis of commonality with already published linkage 

maps (Gutierrez et al. 2013; Satovic et al. 2013; Atienza et al. 2016). To overcome the 

lack of common markers with previous QTLs analyses, transcripts bearing mapped 

SNPs were blasted against the M. truncatula genome assembly version Mt4.0 (Tang 

et al. 2014).  

QTL analysis was performed using the MAPQTL 5 software (Van Ooijen 

2006). Interval mapping (IM) was used to identify putative disease resistance QTLs in 

each linkage group, considering the evaluations made in the 29H x Vf136 RIL F7:8 

population (Gutierrez et al. 2013; Atienza et al. 2016). Threshold for QTL 

significance at α= 0.05 was estimated by permutation analysis using 1000 replicates 

(Churchill and Doerge 1994). The genome-wide LOD scores, corresponding to P = 

http://www.lgcgenomics.com/genotyping/kasp-genotyping-chemistry
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0.05, were considered as significance thresholds for the detected QTLs. The limits of 

the confidence interval of QTLs position were estimated at the positions where the 

LOD drop-off was equal to 2 (Li 2011). The presence of a QTL was established based 

on its P-value and co-location with QTLs for the corresponding phenotypic trait in 

another year or environment and when the difference with the LOD threshold was < 

0.5. The coefficient of determination (R
2
) value of the best marker in a linkage group 

associated with resistant reaction was used to estimate the percentage of the total 

phenotypic variation explained by the QTL.    

 

IV. 3. 4. Field trials and Resistance scoring 

We used the Orobanche crenata and Ascochyta blight disease resistance scores 

previously reported by Gutierrez et al. (2013) and Atienza et al. (2016). Broomrape 

resistance was evaluated in naturally infested fields in Cordoba (Spain) in three 

consecutive seasons (2006-2009) and at Kafr El-Sheikh (Egypt) in 2007-2008. In 

addition, the population was evaluated for Orobanche foetida resistance at Beja 

(Tunez) during two growing seasons (2006-2008). Simple regression was carried out 

using the broomrape score in susceptible checks as an independent variable and the 

broomrape score in the RILs as a dependent variable to remove any statistically 

significant effects of field infestation variability. Regression corrected values 

(residuals) were then calculated to correct for differences in broomrape seed density 

in the soil between plots (Román et al. 2002; Diaz-Ruiz et al. 2010).  

 Ascochyta blight resistance was determined in three different experiments. 

The first two tests were carried out at seedling stage in growth chamber and against 

two monocodial isolates, CO99 and LO98, collected in Córdoba and Logroño (Spain), 

respectively (Avila et al. 2004). Fifteen days after inoculation, disease scoring was 

performed separately on leaves (DSL, disease severity on leaves) and stems (DSS, 

disease severity on stems) based on the percentage of symptomatic leaf area. The 

third disease test was performed in field trials and adult plant at Córdoba during the 

season 2005-06 using a local isolate. The disease infection was determined on leaves 

(DSL), stems (DSS) and pods (DSP). 
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IV. 4. Results 

 

IV. 4. 1. SNP selection and genotyping 

A total of 228 SNP were initially selected for genotyping in the 29H x Vf136 RIL 

population. However, 136 had to be discarded for the following reasons: 62 SNPs (2 

KASPar and 60 MassArray iPLEX data) were polymorphic in the parental lines but 

monomorphic in the RILs; 49 SNPs (2 KASPar and 47 MassArray iPLEX) showed 

skewed segregation or ambiguity, likely due to genotyping errors; finally, 25 SNPs 

did not meet the requirements for primer design preventing further analysis (Table 1). 

The remaining 92 SNPs (20 KASPar and 72 MassArray iPLEX) could be precisely 

genotyped in the mapping population (Additional file 1). The two most common SNP 

variants were A/G and C/T, representing 34,93% and 30,57% of the changes, 

respectively. The other SNP variants (T/G, C/G, A/C and A/T) accounted for less than 

10% of the total (Additional file 1). 

 

Table 1. Origin and characteristics of the SNPs assayed in the faba bean RIL population 

Vf29H x Vf136.  

 

SNP transcripts Genotyped Homozygous 
Genotyping 

errors 

Discarded 

by design 
Total 

DE/Orthologous to Cicer or Mt CDS1  24 15 6 2 47 

DE/ Not orthologous to Cicer or Mt CDS1 13 15 34 18 80 

DE/ Annotated2  36 17 6 2 61 

Related with resistance processes1  19 15 3 3 40 

TOTAL 
92 62 49 25 228 

DE: Differentially expressed. Mt: Medicago truncatula. CDS: coding sequences. 
1Origin: SNP transcripts (Ocaña et al. 2015). 
2Origin: SNPs identified in SuperSAGE tags (Madrid et al.2013). 

 

From the 92 SNPs genotyped, 73 (79,35 %) belong to the set of SNPs 

differentially expressed upon ascochyta infection while 19 (20,65%) were not 

differentially expressed but associated with resistance processes (Table 1). Eighty-

eight of these SNPs had homologues in the M. truncatula genome (Mtr4.0), while the 

remaining four may represent specific faba bean sequences and/or targets for 

resistance candidates. Moreover, five putative transmembrane proteins and four 

hypothetical proteins annotated in the M. truncatula genome but not assigned to 

known functional groups might correspond to genes involved in resistance. 
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IV. 4. 2. Linkage analysis 

To build a more saturated map and refine the position of the QTLs, we considered the 

most recent linkage maps and the assessments for A. fabae (Atienza et al. 2016) and 

broomrape (Gutierrez et al. 2013) resistance reported in this population. The 92 SNPs 

markers were combined with the previous data set. Additional file 2 shows the list of 

these SNPs, their annotation in the M. truncatula genome (Mtr4.0) and their 

assignment to the different faba bean LGs or chromosomes (chr.). The new linkage 

analysis thus involved 307 markers of which 14,33% weren´t fitting the expected 1:1 

ratio. Of these, 215, many of which are RAPDs (136), have been genotyped in 

previous studies. Eighty SNPs were mapped and could be assigned to the six 

chromosomes of the species. The final map includes 257 loci distributed over 19 LGs 

and spanning 2796.91 cM (Fig. 1, Table 2). LGs with two markers were discarded. 

LG identity and orientation were determined by comparison with the M. truncatula 

genome, as well as from the use of previously map-assigned anchoring markers 

(Gutierrez et al. 2013; Satovic et al. 2013; Webb et al. 2016; Atienza et al. 2016). The 

largest group corresponding to chr. VI included 37 loci and spanned almost 445 cM, 

while the smallest group, with only three loci, covered 39.3 cM.  

 

Table 2. Linkage groups, chromosome (Chr.) assignation and marker distribution in the 29H x 

Vf136 map. 

 

LGs ID 1 Chr. 
Length 

(cM) 

Number of 

mapped markers 

Number of 

mapped SNP 

Average marker 

density (cM) 

1 (LG8) I 98.98 11 4 9.00 

2 (LG12+LG19) I 121.887 13 5 9.38 
3 (LG11) I 59.147 8 2 7.39 

4 (LG5+LG6+LG10) I 384.548 32 6 12.02 

5 (LG7+LG17) I 171.516 13 2 13.19 
6 I 29.353 5 4 5.87 

7  (LG14) IB 38.585 6 2 6.43 

8  (LG4) II 261.702 30 14 8.72 
9  (LG29) IIA 59.063 7 4 8.44 

10 (LG2+LG9) III 512.052 38 10 13.48 

11 (LG13+LG16) III 152.613 13 6 11.74 
12 (LG18) III 27.602 5 2 5.52 

13 (LG3) V 206.491 16 3 12.91 

14 (LG1) VI 444.134 37 8 12.00 
15 (LG15) - 40.609 6 3 6.77 

16 (LG26) - 39.302 3 0 13.10 

17 (LG27) - 57.408 5 2 11.48 
18 (LG20) - 48.262 5 2 9.65 

19 (LG22) - 43.659 4 1 10.91 

Total   2796.91 257 80 9.89 

LGs ID 1: LGs identified in this study (19). Between brackets: correspondences with LGs described by 

Gutierrez et al. 2013.  
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The incorporation of new SNP markers allowed closing previous gaps 

between 11 minor LGs (Gutiérrez et al. 2013). These LG could now be combined into 

5 chromosomal regions (Table 2). Accordingly, the large metacentric chr. I is now 

represented by six LGs, chr. III by three LGs and the remaining chrs. IB, II, IIA, V 

and VI by a single LG (Fig. 1). Five LGs (15, 20, 22, 26 and 27) could not be 

assigned to specific chromosomes. In agreement with Satovic et al. (2013), LG8 and 

LG6 were assigned to chr. I, while LG29 corresponds to chr. IIA. The resulting map 

is the most gene-enriched map published to date in this population. 

 

IV. 4. 3. QTL analysis for Ascochyta fabae 

In agreement with Atienza et al. (2016), three QTL regions in chr. II, III and VI were 

related with Ascochyta resistance. The QTL in chr. II (Af2) was identified taking into 

account the disease severity scores in leaves (DSL), and was consistently detected in 

three years in both field and growth chamber evaluations (Field_DSL, CO99_DSL 

and LO98_DSL), explaining between 10.6% (CO99_DSL) and 19.1% (LO98_DSL) 

of the total phenotypic variation (Fig. 1, Table 3). Chr. II was saturated with 14 new 

gene markers, and the QTL interval was enriched with two new SNPs, Contig 17163 

(homologue to Medtr3g102120) and Contig 9100 (homologue to Medtr3g099010). 

Contig 17163 is annotated as a RYanodine receptor (SPRY) domain protein, which is 

likely involved in immune processes (D'Cruz et al. 2013), while Contig 9100 

corresponds to a TB2/DP1, HVA22 family protein. Marker 14-3-3P (Medtr3g099380) 

was the nearest locus to the maximum LOD peak for this QTL. This gene is 

belonging to a family of conserved regulatory molecules reported in all eukaryotic 

cells with the ability to bind a multitude of functionally diverse signaling proteins (Fu 

et al. 2000). 

According with previous studies (Avila et al. 2004, Atienza et al. 2016), a 

second region related with Ascochyta resistance (Af3) was detected in chr. III. 

Nevertheless, from the six QTLs reported considering field and growth chamber tests, 

only three (LO98_DSL, LO98_DSS, Field_DSP) were significant in this study (Fig. 

1, Table 3), explaining 15.7%, 11.2% and 12,4% of the phenotypic variation, 

respectively. Although chr. III was saturated with 10 markers, only one (Contig 

19144/Medtr1g089810), was significant for Af3 that remains flanked by 

OPD16_1732/OPI01_1985. Contig 19144 corresponds to a susceptible endoplasmic 

reticulum auxin-binding protein. 
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Finally, three QTL regions were detected in chr. VI explaining between 12% 

and 21.4% of the phenotypic variation (Fig. 1, Table 3). The former QTL region 

included Field_DSP1 and LO98_DSL evaluations and was enriched with two new 

SNPs, Locus 10591 (Medtr8g096020) a putative transmembrane protein and Contig 

13425 (Medtr8g093250) corresponded to a cystathionine beta-lyase family protein. 

 

Table 3. Putative QTLs for O. crenata (Oc) and A. fabae (Af) detected in the faba bean cross 

29H x Vf136 by Interval mapping (IM) analysis. 

 

 
1 Flanking markers considering 2-LOD support intervals except for Kafr El-Sheikh where 1-LOD support 

intervals was applied. 

 2 LOD threshold was determined using permutations in all environments.  

Environment. Cor: Córdoba; Lo: Logroño. 

 

QTLs Environment Chr. QTL Interval1 
LOD 

Threshold2 

Max. LOD 

score 

% Phenotypic 

variation (R2) 

Oc7 Cor06/07 VI 
OPU09_831/ 

OPI10_1178 
3 7.86 34 

Oc7 Cor07/08 VI 
Contig9900/ 

OPA17_633 
3.1 5.89 27.1 

Oc7 Cor08/09 VI 
Contig9900/ 

OPI10_1178 
3.1 6.9 31 

Oc8 Cor07/08 V 
mtmt_GEN_00866_02

_1/ OPAC06_1034 
3.1 3.25 17.7 

Oc10 
Kafr El-Shikh 

07/08 
III 

OPB19_644/ 

Contig19144 
3.2 2.02 12.4 

Field_DSL 

(Af2) 
Cor05/06 II 

OPJ12_828/ 

Contig17163 
3.3 3.23 13.1 

Co99_DSL 

(Af2) 
Cor99/00 II 

OPJ12_828/ 

Contig9100 
2.9 2.47 10.6 

LO98_DSL 

(Af2) 
Lo98/99 II 

OPB13_1133/ 

Contig9100 
3.2 3.5 19.1 

LO98_DSL 

(Af3) 
Lo98/99 III OPP17_944/ SECA 3.2 3.54 15.7 

LO98_DSS 

(Af3) 
Lo98/99 III 

OPD16_1732/ 

OPI01_1985 
2.8 2.45 11.2 

Field_DSP 

(Af3) 
Cor05/06 III 

OPP17_944/ 

OPI01_1985 
3.1 2.66 12.4 

Field_DSP1 Cor05/06 VI 
OPI10_1178/ 

Contig17534 
3.1 3.53 16.3 

LO98_DSL Lo98/99 VI RNAR/ Locus_10591 3.2 2.99 12 

Field_DSP2 Cor05/06 VI 
RGA2_97/ 

OPL12_622 
3.1 3.65 21.4 
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Finally, Field_DSP2 was identified for the first time in this population. This 

QTL was located between RGA2_97 (Medtr6g079800) and OPL12_622. Within the 

QTL interval, we also located mmK1a (Medtr4g087620) annotated as a MAPK-like 

Ntf4 protein and mtmt_GEN_01109_01_1 (Medtr4g091610) coding for a hydrolyzing 

O-glycosyl compounds hydrolase. 

 

IV. 4. 4. QTL analysis for Orobanche sp. 

As expected, previous stable QTLs for O. crenata (Gutierrez et al. 2013) were 

identified in this study (Table3). The former Oc7 detected in chr. VI associated with 

O. crenata resistance was verified in three seasons (2006/07, 07/08 and 08/09), 

explaining between 27.1% and 34% of the phenotypic variation (Table 3, Fig. 1). The 

present analysis saturated chr. VI with eight SNP markers, two of which were placed 

within the QTL interval. Thus, the previous Oc7 interval covered exclusively by 

RAPD markers has been enhanced by two gene coding sequences, Contig 9900 and 

Contig 3028. Contig 9900 was undetected in the M. truncatula genome suggesting 

that it might be part of a specific faba bean disease resistance gene. In contrast, Contig 

3028 showed a significant match with the Medtr8g088390 gene, annotated as a 

protein that physically interacts with CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 

1 (CIPK1).  

Another QTL for O. crenata resistance (Oc8) was detected in chr. V, but was 

limited to the season 2007/08. Oc8 is flanked by two markers 

(mtmt_GEN_00866_02_1 and OPAC06_1034) and accounted for 17.7% of the 

variation (Table 3). Contig 2960 (Medtr7g098440), one of the three new SNP markers 

included in chr. V, encodes a ras GTPase-activating protein involved in cellular 

organization and signaling processes related to cell growth, differentiation and 

apoptosis (Rojas et al. 2012).  

Regarding the remaining O. crenata (Oc9 to Oc13) and O. foetida (Of3, Of4 

and Of5) QTLs previously reported (Gutiérrez et al. 2013), none of them reached the 

genome-wide significance level in our analysis. Only Oc10 in chr. III, associated to 

OPD16_1732 was considered in this study, although the maximum LOD score did not 

reach the significant threshold obtained by permutation. 
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Figure 1: Genetic map and summary of the Orobanche crenata and Ascochyta fabae resistance 

QTL in the faba bean RIL population derived from the cross 29H x Vf136. O. crenata QTLs 

were named using the initials Oc followed by a number assigned in previous works and the 

identifier for each location (Eg, Egypt and Cor, Córdoba). For Cordoba analyses, a season 

identifier was also included (06, season 2006/2007; 07, season 2007/2008; 08, season 

2008/2009). In the case of A. fabae, the QTLs were named considering the experiment (field, 

isolate Co99 in growth chamber, isolate Lo98 in growth chamber) and trait (DSL, disease 

severity on leaves; DSS, disease severity on stems; DSP, disease severity on pods). QTL 

positions are represented as 2-LOD bars. 
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IV. 5. Discussion  

 

IV. 5. 1. Genetic linkage mapping and synteny analysis  

The saturation of the 29H x Vf136 faba bean genetic map with new SNP markers 

located in coding sequences related with the response to A. fabae is described. From 

the 228 SNPs initially selected, only 92 could be successfully genotyped, in most 

cases due to the loss of polymorphism in the RIL population. Inaccurate SNP calling 

together with accidental cross-contamination by pollinators in any of the parental 

lines might be among the causes. Honeybees, bumblebees and large solitary bees are 

the main faba bean pollen vectors. Except from the honeybees that use rock cavities 

and hollow trees as nesting sites, the rest of pollinators usually construct nests below 

ground in holes or within the remains of previous fibrous root system (Mader and 

Hopwood 2013). Since faba bean multiplications are normally performed in insect-

proof cages, the presence of some pollinator in the ground might have affected in this 

outcome.  

The new map includes 257 loci distributed over 19 LGs. The merging 

process allowed us to join 11 previous minor LGs (Gutiérrez et al. 2013), that are now 

combined into five chromosomal regions. In agreement with the faba bean consensus 

map (Satovic et al. 2013), LG9 and LG16 which were previously associated to chr. I 

(Gutierrez et al. 2013), are now placed in chr. III. In addition, we could assign LG29 

to chr. IIa, and LG8 together with a new LG to chr. I. The new linkage map has 

significantly longer cumulative genetic map coverage (2796.91 cM versus 1402.1 cM 

reported by Gutierrez et al. 2013). Map expansion is a common phenomenon in 

genetic research (Liu et al. 1996; Knox et al. 2002), that can be ascribed to several 

factors such as mapping strategies, number and type of mapped loci together with 

potential genotyping errors (Leonforte et al. 2013; Liu et al. 2015).  

Resistance to ascochyta blight and broomrape are difficult traits in terms of 

genetics and breeding. The complexity of the disease evaluation and the polygenic 

nature of resistance to both pathogens make breeding for resistance a challenging 

process and an ideal candidate for MAS. Previous studies have described different 

stable QTLs for A. fabae, O. crenata and O. foetida resistance in different populations 

(Díaz-Ruiz et al. 2009; Kaur et al. 2014; Gutierrez et al. 2013; Atienza et al. 2016). 

However, most QTLs were flanked by RAPDs and is imperative narrow down these 
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QTL intervals with more reliable and transferrable molecular markers. Here we 

exploited the high degree of colinearity between faba bean and M. truncatula 

(Ellwood et al. 2008; Satovic et al. 2013; Webb et al. 2016) and submitted the 

selected SNP markers to homology searches against the M. truncatula genome 

(Mt4.0) using BLASTn (Tang et al. 2014). This approach detected significant 

matches in homologous regions that will facilitate future QTL comparisons between 

faba bean and different legume crops. QTLs controlling resistance to Ascochyta and 

O. crenata have been reported in chickpea and pea (Prioul-Gervais et al. 2007; 

Fondevilla et al. 2010; Millan et al. 2015). However, the lack of common markers in 

the corresponding maps has so far prevented the establishment of clear homologies. 

The macrosyntenic relationships reported between faba bean, Medicago, Pisum, Lens 

and Cicer suggest that some of the QTLs identified in the present study could be 

conserved between the Galegoid legumes. 

 

IV. 5. 2. QTL detection and candidate genes identification 

Three regions related with Ascochyta blight resistance were identified in chr. II, III 

and VI. Af2 was located on chr. II using the phenotypic data for Field_DSL, 

CO99_DSL and LO98_DSL. In a previous report (Atienza et al. 2016), Af2 was 

flanked by RAPD markers, while the present work implemented the map with two 

new SNP markers (Contig 9100 and Contig 17163), that are now flanking the QTL. 

This led to the displacement of the QTL towards a position closer to QTL3 described 

in the population Icarus x Ascot (Kaur et al. 2014), and to Af2 described in the RIL 

population Vf6 xVf136 (Diaz-Ruiz et al. 2009). The relative position of the 

orthologous genes in M. truncatula suggests that all these studies identified the same 

QTL region. The new gene markers in the Af2 interval, Contig 17163 

(Medtr3g102120), Contig 9100 (Medtr3g099010) and the already mapped1433P 

(Medtr3g099380), open the possibility for fine mapping and future development of 

MAS for this QTL. The area between Medtr3g102120 and Medtr3g099380 appears to 

be a good target for the identification of candidate genes for ascochyta blight 

resistance, narrowing down the region pinpointed by Atienza et al. (2016). Contig 

17163 located in the QTL3 interval (Kaur et al. 2014) encodes a RYanodine receptor 

(SPRY) domain protein that regulates intracellular signaling (Ponting et al. 1997) and 

is likely involved in immune processes (D'Cruz et al. 2013). The human genome also 

encodes SPRY/B30.2 domains, several of which are involved in the immune 
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response. The role and function of the majority of SPRY/B30.2 domains remain 

unknown in plants but might include specific protein-protein interactions. Given the 

function of these proteins in humans, it is tempting to speculate that they might be 

involved in innate immunity against different infectious agents (Perfetto et al. 2013; 

Yap et al. 2005). 

On the other hand, Contig 9100 corresponds to a TB2/DP1, HVA22 family 

protein. HVA22 is a unique abscisic acid (ABA)/stress-induced protein first isolated 

from barley aleurone cells and located in the endoplasmic reticle and Golgi apparatus, 

with a proposed role in seed germination and seedling growth regulation (Guo and Ho 

2008). HVA22 is induced by environmental stresses such as dehydration, salinity, 

extreme temperatures and by the plant stress hormone ABA. ABA induces the 

accumulation of HVA22 protein that inhibits gibberellin (GA)-induced formation of 

large digestive vacuoles, an important process in GA-induced programmed cell death. 

Also, inhibition of vesicular trafficking involved in nutrient mobilization to delay 

coalescence of protein storage vacuoles has been proposed as part of its role in 

regulating seed germination and seedling growth (Guo and Ho 2008). Finally, 14-3-

3P belongs to a family of conserved regulatory proteins that have the ability to bind a 

multitude of functionally diverse signaling proteins, including kinases, phosphatases, 

and transmembrane receptors, playing important roles in a wide range of vital 

regulatory processes such as mitogenic signal transduction, apoptotic cell death and 

cell cycle control (Fu et al. 2000). It is noteworthy that the three markers most closely 

associated to Af2 correspond to expressed genes associated with cell death or stress 

response. Although additional studies are required for validation, the fact that both 

Contig 9100 and Contig 17163 where differentially expressed in response to A. fabae 

(Ocaña et al. 2015) is an indication that the genes identified within this QTL-

containing region are interesting candidates for further studies and development of 

allele-specific markers. 

The second QTL reported in chr. III (Af3) was detected in both growth 

chamber (LO98_DSL_and LO98_DSS) and field evaluation (Field_DSP). The 

remaining three regions reported by Atienza et al. (2016) were not identified, likely 

due to the different parameters used for QTL detection. Consistent with previous 

results (Avila et al. 2004; Atienza et al. 2016), Af3 was flanked by 

OPD16_1732/OPI01_1985 and the QTL region included a new SNP marker (Contig 

19144/Medtr1g089810). Contig 19144 was annotated as a susceptible endoplasmic 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968000412001569
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reticulum auxin-binding protein that regulates cell division, cell expansion, meristem 

activities, and root development (Gao et al. 2015). The lack of additional gene-

derived markers in the QTL region prevents the discovery of potential candidate 

genes. It remains a challenge to reduce the Af3 confidence intervals to enable the 

identification of strong candidates for A. fabae resistance.  

Finally, three independent QTLs were detected in chr. VI. The first, 

involving Field_DSP1 and LO98_DSL evaluations is the same as described by 

Atienza et al. (2016). As mentioned above, this region is adjacent to Oc7, the main 

QTL identified for O. crenata resistance. Correlated responses to multiple diseases 

have been reported in different plant species (Jamann et al. 2014). Co-localization of 

Ascochyta blight and Orobanche resistance QTLs reinforces the idea of gene clusters 

with common mechanisms for resistance against both pathogens. This QTL region 

contains markers that could be directly involved in the resistance process, including 

mtmt_GEN_01130_02_1 (Medtr8g095030) corresponding to a LRR receptor-like 

kinase (LRR-RKs) involved in the regulation of a wide variety of developmental and 

defense-related processes (Torii 2004) or RNAR (Medtr8g092510), an oxidoreductase 

involved in DNA synthesis. The region was also enriched with two new SNPs, Contig 

13425 (Medtr8g093250) an aluminium resistance protein and Locus_10591 

(Medtr8g096020) encoding a putative transmembrane protein which might be 

involved in pathogen recognition or signaling in local defense responses. 

Interestingly, the new QTL identified (Field_DSP2), flanked by RGA2_97 

(Medtr6g079800) and OPL12_622, likely corresponds to QTL4, a homologous region 

controlling A. fabae resistance in the Icarus x Ascot population (Kaur et al. 2014). 

RGA2_97 is a putative NBS-LRR type disease resistance protein (Timmerman-

Vaughan et al. 2000) reported as a candidate gene for quantitative resistance to 

Mycosphaerella pinodes in pea (Prioul-Gervais et al. 2007) while mmK1a 

(Medtr4g087620) was annotated as a MAPK-like Ntf4 protein. MAPK cascades play 

important roles in regulating plant growth, development, and responses to stress or 

defense stimuli (Pitzschke et al. 2009; Rodriguez et al. 2010; Tena et al. 2011; Meng 

and Zhang 2013). They function downstream of sensors/receptors to convert the 

signals into cellular responses. Biochemical studies in various plant species have 

demonstrated that MAPKs are activated rapidly in cultured cells or plants treated with 

elicitors or after pathogen infection, representing one of the earliest responses after 

the perception of invading pathogens. The rapid activation of MAPKs allows them to 
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regulate a variety of early, intermediate and late defense responses (Lee et al. 2004; 

Del Pozo et al. 2004). Within the QTL interval, we also located 

mtmt_GEN_01109_01_1 (Medtr4g091610), a hydrolyzing O-glycosyl compounds 

hydrolase. Conversely O. crenata QTLs described previously (Gutierrez et al. 2013) 

were saturated in this study. Oc7 explaining a substantial part of the variation for this 

trait in chr. VI was nearby of a QTL underlying ascochyta resistance and related with 

field disease resistance (Field_DSP). This QTL co-localization is consistent with the 

idea that quantitative disease resistance in plants is conditioned by a range of 

mechanisms and could have considerable overlap with basal resistance (Poland et al 

2011). The Oc7 QTL interval was saturated with new SNP markers (Contig 9900 and 

Contig 3028). Contig 9900, undetected in the M. truncatula genome, could be 

associated specifically with A. fabae resistance, although this function remains to be 

elucidated. Contig 3028 (Medtr8g088390) is homologue to a M. truncatula gene 

coding for an evolutionarily carboxy-terminal region protein that physically interacts 

with CIPK1 (serine-threonine protein kinase) that interact with CBL proteins. CBL 

proteins represent important relays in plant calcium signaling (Kolukisaoglu et al. 

2004). They form complex networks with their targets, the CBL-interacting protein 

kinases (CIPKs). Even though the function of most CIPKs in crop plants remains 

unknown, they are thought to play an important role in stress signal transduction and 

stress tolerance (Romeis et al. 2001; Tai et al. 2016). 

According to Gutierrez et al. (2013), Oc8 was detected in the distal part of 

chr. V but in our study the genome wide threshold was only reached in the season 

2007/08. Oc8 was flanked by mtmt_GEN_00866_02_1/OPAC06_1034. Contig 2960 

(Medtr7g098440), one of new SNP markers included in this QTL region, corresponds 

to a putative ras GTPase-activating binding-like protein that could be involved in 

signal transduction related to cell growth, differentiation and apoptosis. Vfg69, a 

microsatellite located in the QTL interval, derives from an inbred line of the 

Orobanche resistant cultivar Giza 402 (Zeid et al. 2009). Some evidence for the third 

QTL (Oc10) reported by Gutierrez et al. (2013), was detected in chr. III associated to 

the RAPD marker OPD16_1732 and flanked by Contig 19144. Nevertheless, this 

QTL did not reach the threshold criteria to consider it as a QTL, so more markers are 

needed on this region in order to increase the density in the genetic map and 

determine the region carrying Oc10 accurately, due to this QTL co-localized with Af3 

underlying A. fabae resistance (Avila et al. 2004). Although Oc10 has not been 
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validated yet, these findings suggest that this genomic region may be an interesting 

target for selection against both diseases. Among the three QTLs previously reported 

for O. foetida resistance (Of3, Of4 and Of5) none of them turned out to be significant 

in our analysis. The inconsistencies in QTL detection may be due to differences in the 

mapping strategies, together with the low phenotypic variation explained by these 

QTLs and the relatively small size of the mapping population.  

Implementation of molecular markers in MAS has rarely been achieved for 

complex traits such a disease resistance. In this work we exploited the transcriptome 

data recently published in faba bean (Ocaña et al. 2015) to saturate genomic regions 

controlling broomrape and Ascochyta resistance. In spite of the relatively low 

proportion of polymorphic markers that could be mapped, the new SNP markers 

located within expressed genes fall within or nearby all the QTL intervals. As a result, 

previous RAPD markers flanking QTLs can now be replaced by robust and 

transferrable SNPs, and the chromosomal intervals are now smaller than those 

previously reported. Our study shows that the stable QTLs in chr. II, III and VI can 

become amenable for MAS after further fine mapping and physiological trait 

dissection. Since most of the SNP-flanking QTLs were described to be differentially 

expressed during Ascochyta infection, they represent a starting point to search for 

positional and functional candidates in these QTL intervals. The combination of 

genomic and transcriptomic studies will thus expedite the identification of key genes 

for faba bean molecular breeding programs. The approach will aid to elucidate the 

molecular and biochemical mechanisms involved in resistance to the different faba 

bean pathogens. Further exploitation of the macrosyntenic relationships among 

legume crops, along with the advances in genotyping capacity offer the potential to 

predict and map new candidate genes for this trait. This information will be used for 

the development of linked and diagnostic polymorphisms for MAS and targeted 

introgression programs. The results reported here will also assist other trait-dissection 

studies and facilitate the transfer of information from related legume crops for future 

faba bean enhanced breeding. 
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El principal objetivo de los mejoradores en cualquier cultivo, es incrementar y 

estabilizar su rendimiento mediante el desarrollo de cultivos adaptados a estreses 

ambientales. La selección asistida por marcadores (“Markers assisted selection”, 

MAS) es una alternativa a los problemas que se plantean en la mejora clásica como 

los derivados del efecto ambiental, dominancia o interacciones de tipo epistático 

durante los procesos de selección, así como procedimientos de fenotipado 

complicados y costosos. La MAS se basa en la identificación de marcadores 

estrechamente ligados a los genes o regiones genómicas (QTLs) que controlan 

caracteres de interés y nos permite la selección de las plantas portadoras del alelo más 

favorable. De esta forma es posible sustituir o asistir a la selección fenotípica de 

forma que sea más eficiente y fiable, aunque también hay que tener en cuenta que su 

coste compense al compararla con la Mejora convencional.  

En habas, uno de los factores más limitantes de su producción es la 

susceptibilidad a distintos patógenos. Entre ellos cabe destacar la planta parasita 

Orobanche crenata, en toda la cuenca mediterránea y el hongo patógeno Ascochyta 

fabae, en todas las zonas de cultivo húmedas y templadas. El desarrollo de variedades 

resistentes a estos dos patógenos, es una tarea muy complicada debido a la naturaleza 

cuantitativa de la resistencia, controlada por numerosos genes sujetos a la influencia 

del ambiente. Además, el genotipado de marcadores moleculares y la saturación de 

sus mapas está dificultado por el gran tamaño de su genoma (~ 13.000 Mb) con más 

del 85% de ADN repetitivo. A esto hay que añadir la compleja evaluación fenotípica 

de estas dos enfermedades y que V. faba es una especie parcialmente alógama, donde 

el polimorfismo entre líneas parentales puede perderse por algún cruzamiento 

incontrolado. Todos estos factores han originado que el desarrollo de herramientas 

genómicas y la información asociada a ellas, esté por detrás del de otras leguminosas 

que cuentan, además, con la información completa de sus genomas como Medicago 

truncatula (Young et al. 2011), Lotus japonicus (Sato et al. 2008), Phaseolus vulgaris 

(Schmutz et al. 2014), Cajanus cajan (Varshney et al. 2012), soja (Schmutz et al. 

2010) y garbanzo (Jain et al. 2013; Varshney et al. 2013). 

A pesar de todas estas dificultades, los nuevos avances genómicos, 

tecnológicos (herramientas moleculares) y bioinformáticos en otras leguminosas, han 

permitido un mejor conocimiento del cultivo de habas a través del mapeo 

comparativo entre especies con estrecha relación filogenética (Echenique et al. 2004). 

Así, el desarrollo de marcadores moleculares basados en estudios de genómica 
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estructural, comparada y funcional está abriendo una nueva etapa en los programas de 

mejora tradicional, facilitando la construcción de mapas genéticos y la identificación 

genes o QTLs relacionados con la resistencia a patógenos y a otros caracteres de 

interés agronómico (Román et al. 2002; 2003; Ávila et al. 2004; Díaz-Ruiz et al. 2009 

a y b; 2010; Gutiérrez et al. 2013; Satovic et al. 2013; Kaur et al. 2014; Webb et al. 

2015; Atienza et al. 2016). 

Debido al desconocimiento de la base genética de los mecanismos de 

resistencia frente a estos dos patógenos (A. fabae y O. crenata), los objetivos de esta 

tesis se han centrado en ampliar los datos moleculares disponibles para el control de 

estos mecanismos y en la identificación y desarrollo de marcadores moleculares en 

genes situados en regiones genómicas portadoras de QTLs asociados a la resistencia a 

ambos patógenos (A. fabae y O. crenata). El objetivo final es facilitar el desarrollo de 

marcadores diagnóstico que permitan extrapolar los resultados derivados de QTLs 

estables de unas poblaciones a otras y faciliten la selección eficiente de materiales 

resistentes en los programas de mejora. Para ello en el capítulo II, se ha recurrido al 

principio de macrosintenia (Choi et al. 2004; Kaló et al. 2004; Zhu et al. 2005; Phan 

et al. 2006; Ellwood et al. 2008; Nayak et al. 2010; Cruz-Izquierdo et al. 2012) y al 

uso de herramientas de genómica estructural y comparada para analizar 116 

marcadores moleculares procedentes de regiones homólogas en diferentes 

leguminosas bien caracterizadas (P. sativum, M. truncatula, L. culinaris, C. arietinum 

y V. faba) en dos poblaciones RILs (29H x Vf136 y Vf6 x Vf136) de habas que 

segregan para la resistencia a Ascochyta y jopo. La transferencia de información entre 

leguminosas nos ha ayudado a saturar, actualizar y refinar la posición de QTLs 

previamente identificados relacionados con la resistencia a ambos patógenos. Los 

nuevos marcadores introducidos en los mapa genéticos se han desarrollado en 

secuencias codificantes, por lo que son marcadores mucho más estables y 

transferibles entre laboratorios que los marcadores RAPD mayoritarios en los mapas 

previos de esta dos poblaciones y que han limitado su comparación con otras 

leguminosas.  

De los 116 marcadores analizados solo se pudieron genotipar 12 en el cruce 

29H x Vf136 y 22 en Vf6xVf136, probando que el genotipado de marcadores en V. 

faba es una tarea muy complicada y el nivel de transferencia se ve limitado por 

manejar secuencias que no están suficientemente conservadas entre especies. A pesar 

de esto, la incorporación de nuevos marcadores ha permitido la unión de distintos 
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grupos de ligamiento en otros de mayor tamaño y ha contribuido al desarrollo de un 

mapa consenso en habas (Satovic et al. 2013; Anexo I) que integra toda la 

información genómica generada hasta ahora por el grupo. La actualización de los dos 

mapas genéticos ha permitido ampliar su cobertura genética (4,970.92 cM en Vf6 x 

Vf136 y 2,125.39 cM en la poblacion29H x Vf136) y saturar con marcadores robustos 

la mayoría de QTLs descritos previamente. Concretamente en la población 29H x 

Vf136, la inclusión de nuevos marcadores ha permitido saturar tres QTL previos 

relacionadas con la resistencia a A. fabae (Af2, Af3, F_DSP1) e identificar a F_DSS y 

Lo98_DSL en la misma región que F_DSP1. Además, se ha identificado un nuevo 

QTL no descrito anteriormente en el cromosoma VI (F_DSP2 y Lo98_DSL). Para O. 

crenata se ha validado Oc7 (chr. VI) y Oc8 (chr. V), no identificándose Oc9-Oc13, 

así como ningún QTLs descrito para O. foetida, detectados por Gutiérrez et al. (2013). 

La variación de parámetros en el análisis, el uso de distintos programas y la aplicación 

de diferentes criterios a la hora de detectar QTLs podrían explicar las diferencias en 

esta identificación. En la población Vf6 x Vf136, la inclusión de nuevos marcadores 

ha permitido validar dos regiones relacionadas con la resistencia a A. fabae (Af1 y 

Af2) e identificar tres nuevas (Af3_DSS, Af4_DSS y Af5_DSL) no detectadas por 

Díaz-Ruiz et al. (2010). Para O. crenata solo se han detectado dos QTLs (Oc2 y Oc4) 

y para O. foetida ninguno, debido a la aplicación de diferentes criterios en la 

identificación de QTLs en ambos trabajos. 

Aunque nuestro estudio aporta nuevos marcadores génicos que colocalizan o 

flanquean algunos QTLs, el restringido número de marcadores comunes introducidos 

en las dos poblaciones limita la comparación directa de los resultados, por lo que se 

requiere una mayor saturación con marcadores relacionados con procesos de 

resistencia que ayuden a unificar y asignar todos los grupos de ligamiento e identificar 

posibles genes candidatos de resistencia. Además, la saturación con nuevos 

marcadores ayudará a detectar dichos QTLs con valores más altos de LOD. 

Concretamente, en la población 29H x Vf136 es de gran interés saturar el chr. VI para 

unificar los dos grupos de ligamiento que forman este cromosoma, por contener a 

Oc7, validado en diferentes ambientes con un alto porcentaje de la variación 

fenotípica y por colocalizar con F_DSP1 detectado para A. fabae lo que sugiere 

mecanismos de resistencia comunes para ambos patógenos.  

Por otro lado, el uso de herramientas de genómica funcional en habas 

(Capitulo III) ha permitido caracterizar el transcriptoma completo en respuesta a la 
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infección de A. fabae en dos líneas parentales de habas (29H y Vf136), dicho 

transcriptoma ha permitido la caracterización de un gran número de transcriptos 

(39.185) que podrían ayudarnos a identificar genes asociados con la resistencia a este 

patógeno. La comparación de estos transcriptos con genomas vegetales mejor 

caracterizados (A. thaliana, M. truncatula y C. arietinum) nos ha permitido 

profundizar en la interacción planta-patógeno, así como identificar marcadores 

moleculares funcionalmente relevantes que podrán ayudar al futuro desarrollo de 

marcadores útiles en MAS. De los 39.185 transcriptos, 21.243 se identificaron como 

transcritos no-redundantes con un gen ortólogo en las bases de datos. Este número se 

aproxima bastante al número de genes estimado en plantas diploides como A. thaliana 

(25.000) (Bevan y Walsh, 2005; Lamesch et al. 2012) o C. arietinum (28.269) 

(Varshney et al. 2013). Además, se identificaron 6.593 transcriptos que codifican 

proteínas completas conocidas y 270 que codifican proteínas completas desconocidas 

que podrían corresponder a proteínas específicas de habas. Estos genes pueden ser 

interesantes para estudios funcionales ya que podrían revelar procesos celulares 

específicos de la especie y de su adaptación al medio. 

Como se ha comentado anteriormente, en habas se desconoce la base 

genética de los mecanismos de resistencia frente a estos dos patógenos. En otras 

especies, se conoce que tras el reconocimiento de un patógeno se activan complejas 

cascadas de señalización de defensa que activan canales iónicos, cascadas de 

proteínas MAPK, especies reactivas de oxígeno, óxido nítrico, distintas fitohormonas 

(ácido abscísico, ácido salicílico, ácido jasmónico y etileno) y se expresan proteínas 

relacionadas con patogénesis (Pieterse et al. 2009; Rejeb et al. 2014; Derksen et al. 

2013; Zipfel et al. 2008). Con la finalidad de caracterizar  genes y mecanismos 

relacionados con la resistencia a A. fabae, se realizó un análisis de expresión 

diferencial entre el genotipo resistente y susceptible que identifico diferencias 

significativas en 850 transcriptos. Entre los resultados, encontramos transcriptos que 

codifican proteínas relacionadas con la activación de mecanismos de defensa (Dangl 

et al. 2001) como son las proteínas PR (PR1a, PR5, FEI1, RGA2), un factor de 

transcripción relacionado con MYB, varias enzimas y proteínas implicadas en la 

síntesis de fitohormonas (jasmonato-O-metiltransferasa, 1-O-aminociclopropano-1-

carboxilato oxidasa, ACC oxidasa, la ácido abcísico 8-hidroxilasa3, ácido salicílico 

carboxil metiltransferasa, HVA22 y quinasa similar a un receptor inducido por estrés), 

fitoalexinas (Dihidroflavonol-4-reductasa) y una proteína de unión al elicitor de 
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quitina (CEBiP) necesaria para que el reconocimiento de quitina active vías de 

señalización de defensa y resistencia a enfermedades (Wan et al. 2008). También se 

identificaron transcritos que intervienen en la formación de la pared celular (sintasa 

de celulosa), se encontraron flavonoides (dihidroflavonol reductasa) y enzimas 

implicadas en la biosíntesis de metabolitos secundarios (ácido clorogénico, 

escopoletina, suberina y fenilpropanoides; Caffeoyl-CoA 3-O-metiltransferasa); 

además de un transcripto que codifica MLO, un gen que confiere resistencia al oídio 

en monocotiledóneas y dicotiledóneas (Humphry et al. 2011), una proteína inducida 

por giberelina, una proteína similar a CNGC5, dos reguladores de la respuesta inmune 

en plantas (calmodulina y aldehído deshidrogenasa 7) y genes de la vía de 

señalización TGF-beta, p53 y EGF receptor (histona acetiltransferasa y proteína de 

unión GTP) reguladores de la producción de especies reactivas de oxígeno y de la 

muerte celular en plantas.  

Todos estos datos han proporcionado una información muy valiosa sobre 

posibles genes candidatos y las vías involucradas en los mecanismos de resistencia 

contra A. fabae, que podrán ser utilizados en futuros estudios de selección asistida por 

marcadores. Además, el nuevo transcriptoma ha identificado un alto número de SNPs 

(39.060) que ha servido en el capítulo IV para seleccionar un subconjunto de ellos 

(228) expresados diferencialmente entre ambos genotipos (resistente y susceptible) y 

construir un nuevo mapa de ligamiento mucho más saturado que ha refinado la 

posición de QTLs detectados en estudios previos, relacionados con la resistencia a A. 

fabae y O. crenata (Atienza et al. 2016; Gutierrez et al. 2013). 

Debido a la pérdida de polimorfismo detectada en la población RIL, debida a 

posibles errores informáticos en la detección de SNPs y a una posible contaminación 

accidental por polinizadores en alguna de las líneas parentales, solo se han podido 

genotipar 92 SNPs. Así, el nuevo mapa de ligamiento en la población 29H x Vf136 

contiene 257 marcadores de los cuales 92 (80SNPs + 12 ESTs) fueron incluidos en 

este estudio, obteniéndose así el mapa más completo descrito hasta ahora en esta 

población. Dichos marcadores están distribuidos en 19 GL y cubren una distancia 

bastante mayor (2796,91 cM) que el mapa previo (1402,1 cM, Gutierrez et al. 2013) 

seguramente debido a las distintas estrategias de cartografía, número y tipo de loci 

mapeados o la acumulación de sobrecruzamientos durante la meiosis (Leonforte et al. 

2013 Liu et al. 2015). Los nuevos SNPs genotipados (92) se compararon con el 

genoma de M. truncatula (Mtr4.0) identificándose 88 genes ortólogos. Los cuatro 
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marcadores no detectados en M. truncatula podrían representar secuencias específicas 

de habas y/o ser futuros genes candidatos de resistencia. Las coincidencias entre 

regiones homólogas facilitarán futuras comparaciones de QTL entre habas y 

leguminosas, ya que hasta el momento, la mayoría de QTLs descritos en habas para la 

resistencia a A. fabae y O. crenata (Díaz-Ruiz et al. 2009, Kaur et al. 20143, 

Gutiérrez et al. 2013, Atienza et al. 2016) estaban flanqueados por marcadores RAPD 

que dificultaban las comparaciones directas. 

Este estudio confirmó dos QTLs descritos para O. crenata (Oc7 y Oc8; 

Gutiérrez et al. 2013) y cuatro para A. fabae (Atienza et al. 2016) y consigue una 

mayor saturación de estas zonas al introducirse en ellas marcadores que podrían estar 

relacionados con mecanismos de resistencia. Además, se sugiere la región donde se 

localiza Oc7 (chr. VI) como una buena diana para comenzar el desarrollo de 

marcadores moleculares para MAS debido al alto porcentaje de variación fenotípica 

explicado por esta región durante tres temporadas consecutivas y por colocalizar con 

otro QTL identificado asociado a la resistencia a Ascochyta (Field_DSP), lo que 

podría confirmar la existencia de mecanismos de resistencia comunes frente a 

distintos patógenos en plantas (Jamann et al. 2014). Además esta zona podría 

corresponder a Oc2 detectado en otra población de habas (Román et al. 2012; Díaz-

Ruiz et al 2010). Por último, este QTL ha pasado de estar formado por marcadores 

RAPD a tener dos marcadores desarrollados en secuencias codificantes (Contig 9900 

y Contig3028) que podrían estar relacionadas con la resistencia. Resulta interesante 

destacar que uno de los marcadores, Contig 9900, no tiene homología con ningún gen 

caracterizado en el genoma de M. truncatula, por lo que podría ser un gen específico 

de resistencia a la enfermedad en habas. El otro marcador identificado en la región 

(Contig3028) codifica una proteína evolutivamente conservada que interactúa con 

CIPK1 y que podría desempeñar un papel importante en la transducción de señales de 

estrés y tolerancia al mismo (Rome et al. 2001).  

El interés de Oc8 radica en su posición (parte distal del chr. V) y por tener en 

su intervalo de confianza un microsatélite (Vfg69) derivado de una línea 

consanguínea del cultivo resistente a Orobanche (Giza 402; Zeid et al. 2009). El 

interés de esta zona aumenta con la introducción de un nuevo marcador (Contig2960) 

que codifica una proteína activadora de ras GTPasa que podría estar implicada en la 

transducción de señales relacionadas con el crecimiento, la diferenciación y la 

apoptosis celular (Rojas et al. 2012).  
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En el caso de resistencia a A. fabae, sería interesante seguir saturando los 

cuatro QTLs detectados para refinar su posición. La inclusión de dos nuevos 

marcadores SNPs (Contig9100 y Contig17163) en Af2 (chr. II; Field_DSL, 

CO99_DSL y LO98_DSL) ha originado el desplazamiento de este QTL hacia una 

posición más cercana al QTL3 descrito en la población Icarus x Ascot (Kaur et al. 

2014) y hacia Af2 descrito en la población Vf6 xVf136 (Diaz-Ruiz et al. 2009). La 

posición de los genes ortólogos en M. truncatula sugiere que los tres estudios 

identifican la misma región por lo que habría que saturar la región entre 

Medtr3g102120 y Medtr3g099380 para identificar posibles genes candidatos 

relacionados con la resistencia a A. fabae. Los marcadores génicos de este intervalo 

corresponden al Contig9100 que codifica para una proteína inducida por estrés 

ambiental y acumulo de la hormona ABA y que regula la germinación de semillas y el 

crecimiento de plántulas (Guo y Ho et al. 2008); el Contig17163 que codifica una 

proteína que podría estar implicada en procesos inmunitarios (D'Cruz et al. 2013) en 

humanos (Perfetto et al. 2013, Yap et al. 2005) y el marcador 14-3-3P que pertenece a 

una familia de proteínas reguladoras con papeles importantes en la transducción de 

señales mitogénicas, apoptosis y control del ciclo celular (Fu et al. 2000). Af3 

(LO98_DSL, LO98_DSS y Field_DSP) localizado en el chr. III, se sitúa en la misma 

zona que Oc10 para la resistencia A. fabae lo que aumenta el interés por la saturación 

de esta zona. Nuestro estudio solo permitió incluir un marcador (Contig19144) en esta 

región, anotado como una proteína de unión a la auxina que regula la división celular, 

las actividades meristemáticas y el desarrollo radicular (Gao et al. 2015). Finalmente, 

en el chr. VI se detectaron dos zonas. La primera (relacionada con Field_DSP1 y 

LO98_DSL) descrita por Atienza et al. (2016), co-localiza con Oc7 identificado para 

la resistencia a O. crenata. Esta región está compuesta por los marcadores 

mtmt_GEN_01130_02_1 (quinasa similar a receptores LRR (LRR-RKs) implicados 

en la regulación de procesos relacionados con el desarrollo y la defensa (Torii 2004)), 

RNAR (oxidorreductasa implicada en la síntesis de ADN) y dos nuevos SNPs 

(Locus_10591 y Contig13425) que codifican para una proteína de resistencia al 

aluminio y para una proteína transmembrana que podría estar involucrada en el 

reconocimiento de patógenos o en la señalización en respuestas de defensa local. La 

segunda zona detectada corresponde a un nuevo QTL (Field_DSP2) identificado en 

este estudio que podría corresponder al QTL4 descrito para la resistencia A. fabae en 

la población Icarus x Ascot (Kaur et al. 2014).  
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A pesar de la baja proporción de marcadores polimórficos mapeados 

inicialmente (capitulo II), la identificación de SNPs a partir del nuevo transcriptoma, 

ha permitido un mayor conocimiento de los mecanismos moleculares y bioquímicos 

involucrados en la resistencia a patógenos en habas. Además, la explotación de las 

relaciones macrosintéticas entre leguminosas, junto con los avances en técnicas de 

genotipado masivo, nos han permitido saturar regiones portadoras de QTLs con 

nuevos marcadores ortólogos relacionados con mecanismos de resistencia. Estos 

resultados facilitará la transferencia de información a otros cultivos de leguminosas, 

permitiendo la comparación directa de resultados y ayudando a estudios futuros de 

mejora en habas.  
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A partir del trabajo realizado se han obtenido las siguientes conclusiones: 

1. La explotación de la sintenia entre leguminosas y su aplicación en el desarrollo de 

los mapas genéticos de las habas ha permitido comparar distintos mapas y saturar 

regiones portadoras de QTLs relacionados con la resistencia a A. fabae y O. 

crenata en dos poblaciones RIL. 

 

2. El grado de polimorfismo detectado (92 de los 228 SNPs seleccionados) es 

comparable al de trabajos previos. La pérdida de polimorfismo puede deberse a 

una identificación errónea de SNPs o a la polinización cruzada accidental por 

insectos, en alguno de los parentales. 

 

3. Los marcadores ESTs y SNP derivados de secuencias codificantes han 

proporcionado mapas más robustos y completos e identificado nuevas zonas 

asociadas con la resistencia. 

 

4. Algunos de los ESTs genotipados han resultado útiles como marcadores puente 

para el desarrollo de un mapa consenso en la especie.  

 

5. El transcriptoma de habas en respuesta a la infección por Ascochyta fabae, 

caracterizado en este estudio (98,195 transcritos) es uno de los más completos 

hasta la fecha y proporciona información valiosa sobre genes y vías involucradas 

en la resistencia contra patógenos que podrán ser utilizados en el futuro desarrollo 

de marcadores para selección.  

 

6. El número de transcritos no-redundantes con gen ortólogo, identificados (21,243), 

se aproxima al número de genes estimados en plantas diploides como Arabidopsis 

thaliana o Cicer arietinum. 

 

7. 270 transcritos que codifican proteínas completas desconocidas podrían ser 

específicos de habas y ser, además, futuros genes candidatos de resistencia. 

 

8. El uso de una batería de SNPs en genes relacionados con la resistencia a 

patógenos ha permitido ratificar QTLs de resistencia a A. fabae y O. crenata 
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validados en trabajos previos y reducir sus intervalos de confianza pudiéndose 

identificar, en la mayoría de ellos, candidatos posicionales y funcionales. 

 

9. Af2 (chr. II) se ha desplazado hacia una posición más cercana al QTL3, descrito en 

la población Icarus x Ascot, y hacia Af2 descrito en la población Vf6 xVf136 de 

habas, lo que podría sugerir que los tres estudios identifican la misma región 

genómica. 

 

10. Af3 co-localiza con Oc10, sugiriendo la posible existencia en habas de 

mecanismos de resistencia comúnes frente a distintos patógenos. 

 

11. EL nuevo QTL (Field_DSP2) identificado en el cromosoma VI podría 

corresponder al QTL4 descrito para la resistencia A. fabae en la población Icarus x 

Ascot de habas. 

 

12. Es necesario continuar con el genotipado de nuevos candidatos para conseguir el 

mapeo fino de los QTLs estudiados, especialmente de Oc7 que explica el mayor 

porcentaje de la variación fenotípica para la resistencia a Orobanche y podría 

corresponder a Oc2 detectado en otra población de habas. 
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