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Abstract

Legumes are the second largest world crop production after cereals, demonstrating their
importance for human and animal consumption. Faba bean (Vicia faba), pea (Pisum
sativum) and cowpea (Vigna unguiculata) are legume species with agricultural interest in
the European Union. The selection of varieties of these species through genotyping,
phenotyping and transcriptomics, allows identifying varieties with nutritional quality
(high protein content) and good agronomic qualities (resistance to abiotic and biotic
stress) optimal for a sustainable and competitive production of protein crops in Europe.
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Resumen

Las leguminosas son el segundo cultivo con mayor produccion mundial después de los
cereales, por lo que su importancia para consumo animal y humano es crucial. El haba
(Vicia faba), el guisante (Pisum sativum) y el caupi (Vigna unguiculata) son especies de
leguminosas con interés agronémico en la Union Europea. La seleccion de variedades de
estas especies, mediante técnicas de genotipado, fenotipado y transcriptémica, permitira
la obtencion de variedades con calidad nutricional (alto contenido en proteina) y buenas
cualidades agrondmicas (resistencia a estrés abidtico y biotico) optimas para una
produccion sostenible y competitiva de proteinas en Europa.

Palabras clave: Leguminosas; SNPs; morfologia; expresion genética; contenido proteico.

1. INTRODUCCION

Las leguminosas desempefian un papel importante en la dieta humana y en la animal ya que
un tercio de las proteinas consumidas en la dieta humana proceden de ellas [1]. Se sabe que las
legumbres contienen un alto contenido en proteinas y una proporcién adecuada de carbohidratos
y grasas, entre otros compuestos, lo cual las hacen idéneas para una alimentacion equilibrada. El
valor nutricional de los alimentos depende del genotipo y de las condiciones de crecimiento, por
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lo que estudios enfocados al conocimiento de las interacciones entre estos dos factores son
importantes [2].

Laleguminosa con mayor produccién y mas extendida en el mundo es la soja (Glycine max).
Con 308 Mt/afio en 2014 es uno de los principales productos importados para consumo humano
y animal en la Comunidad Europea [3], lo que supone una importante dependencia de esta especie
vegetal. La sustitucion de alimentos a base de soja por otros cultivados “localmente” con alto valor
nutricional es un aspecto importante para la seguridad alimentaria en Europa.

Es sabido que las leguminosas son beneficiosas para el medio ambiente, principalmente por
las ventajas derivadas de su simbiosis con los rizobios fijadores de nitrégeno ya que, entre otros
factores, esto contribuye a la disminuciéon de la contaminacién por nitratos. El empleo de
variedades adaptadas a los distintos climas, asi como la rotacién de cultivos y otras técnicas
agrondmicas, pueden proporcionar una fuente competitiva y sostenible de proteinas en Europa

[4].

La clave para el éxito de cualquier programa de mejora es la disponibilidad de una amplia
variabilidad genética de las caracteristicas de interés. Por lo que la evaluacién de la diversidad
genética entre poblaciones distantes geograficamente, es un aspecto importante para el
desarrollo de lineas de mejora eficientes [5]. Para un aprovechamiento 6ptimo de los recursos
disponibles hoy en dia y un mayor conocimiento de la respuesta de los organismos al ambiente es
necesario el empleo conjunto de técnicas genémicas y transcriptémicas.

Actualmente, debido a los grandes avances en la metodologia de secuenciacién y anotacién
de genomas de leguminosas, junto a los avances técnicos y bioinformaticos, es posible la
identificacion de genes involucrados en aspectos importantes mediante la sintenia [6]. Hasta el
momento los genomas de leguminosas secuenciados son los de soja (Glycine max), gandul
(Cajanus cajan), garbanzo (Cicer arietinum), lotus (Lotus japonicus), lupino (Lupinus angustifolius),
alfalfa (Medicago truncatula) y judia o frijol (Phaseolus vulgaris) [7]. Por otro lado, esta muy
avanzada la secuenciacién de guisante (Pisum sativum), caupi (Vigna unguiculata) y cacahuete
(Arachis hypogaea).

Debido a la mencionada dependencia de la soja por parte de la Uniéon Europea y dentro del
72 programa marco, se ha aprobado un proyecto llamado “Enhancing of legumes growing in
Europe through sustainable cropping for protein supply for food and feed” (EUROLEGUME). El
objetivo ultimo de este proyecto europeo es un uso sostenible de las leguminosas y el suelo, para
asegurar fuentes de proteinas de alta calidad en la dieta de los ciudadanos europeos, aumentando
la competitividad del cultivo de las legumbres para alimentacién humana y animal. El presente
proyecto de tesis estd enmarcado dentro de este proyecto europeo y tiene como objetivos
seleccionar y fenotipar accesiones de haba (Vicia faba), guisante (Pisum sativum) y caupi (Vigna
unguiculata) adaptadas al clima mediterraneo, genotipar las accesiones mediterraneas en
comparacion con accesiones adaptadas a zonas frias e identificar la expresion de genes
relacionados con el estrés abiético y la calidad y cantidad proteica. Ademas, a través del andlisis
transcriptémico, obtener un conocimiento profundo sobre la expresion y regulacién génica de
caracteristicas como adaptacién a estrés abiotico y desarrollo y composicion de semillas.

2. MATERIALES Y METODOS

El trabajo a desarrollar estara compuesto de una serie de trabajos en campo seguidos por
trabajos en el laboratorio (Fig. 1).

2.1 Seleccién de accesiones adaptadas al clima mediterraneo

Mediante el uso de descriptores del “International Board for Plant Genetic Resources”
(IBPGR) [8], se caracterizara morfolégicamente y se evaluara en campo el comportamiento de
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accesiones locales de caupi (Tabla 1), haba y guisante. Los descriptores a tener en cuenta seran el
tiempo desde la siembra hasta la floracién y la maduracién de vainas, la duracién de la floracién,
el tipo de crecimiento (trepador, rastrero, etc.) el peso de las semillas, la incidencia de
enfermedades y plagas, la altura de las plantas, la altura hasta la primera vaina, el color de la flor
y el nimero de vainas y semillas por planta.

2.2 Genotipado de diferentes accesiones europeas

Se realizara el genotipado de las distintas especies mediante marcadores moleculares
(SNPs). La determinacién de las secuencias de los SNPs de caupi se llevara a cabo en EEUU y la del
guisante y el haba se hara mediante Next Generation Sequencing (IonTorrentTM) en el laboratorio
de la Unidad de Genética Molecular del Instituto de Biologia Vegetal de la UPCT.

2.2 Analisis bioquimico y de desarrollo de semillas

Se medira el contenido proteico y el desarrollo de las semillas (flores y vainas) de las
accesiones seleccionadas por su comportamiento macroscépico, asi como en el genotipado.

2.2 ldentificaciéon de genes relacionados con el estrés abiético y la calidad y contenido
proteico
Se realizaran una serie de ensayos en campo con las accesiones seleccionadas con alto

contenido proteico. Para ello, se sometera a las plantas a estrés hidrico y se hara un analisis
transcriptémico de distintos tejidos (vaina, semillas y hojas).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados esperados de este proyecto de tesis incluyen la identificacién de genotipos
de caupi, haba y guisante con alto contenido en proteina, buena adaptaciéon agronémica y altas
producciones. Este conocimiento facilitard el desarrollo de lineas mejoradas (a partir de las
accesiones locales, adaptadas al clima mediterraneo), con buenas aptitudes en campo que sean
una fuente sostenible y competitiva de proteina para consumo humano y animal. El genotipado
mediante el andlisis de SNPs permitira identificar las relaciones entre las accesiones al nivel
genético. El analisis transcriptémico contribuira a la seleccién de lineas mejoradas para el estrés
abiotico.
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Figura 1. A: Detalle de una vaina de caupi. B: Cultivo de caupi al aire libre. C: Secuenciador.

Tabla 1. Accesiones de caupi para su caracterizacion. CRF-INIA: Centro de Recursos Fitogenéticos
del Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria. RMS: Red Murciana de

Semillas.

Nombre

Institucion de
origen

BGE022146

CRF-INIA

BGE038474

CRF-INIA

BGE038477

CRF-INIA

BGE038478

CRF-INIA

BGE038479

CRF-INIA

BGE039238

CRF-INIA

BGE040000

CRF-INIA

BGE040818

CRF-INIA

BGE040819

CRF-INIA

BGE044375

CRF-INIA

Vi2

RMS

Vi3

RMS

Vi4

RMS

Vi1lo

RMS

Vil2

RMS

Vil3

RMS
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