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Título: Caracterización genética y molecular de un mutante de judía común alterado en el desarrollo del fruto
Breve resumen del trabajo (< 100 palabras):
En las leguminosas que desarrollan frutos secos y dehiscentes, estos tienen un papel esencial en la protección de las semillas frente a patógenos y plagas, a la vez que constituyen el órgano de mayor importancia en la productividad y rendimiento de la cosecha. El conocimiento de los mecanismos genéticos que controlan la maduración del fruto es esencial en programas de mejora genética de la producción en leguminosas. El objetivo que persigue este trabajo es la caracterización genética y molecular de un mutante previamente identificado, cuyo fenotipo muestra alteraciones significativas en el desarrollo del fruto. A partir de este mutante, y siguiendo estrategias de “mapping by sequencing”, se llevará a cabo la clonación y análisis funcional del gen identificado. 
Actividades a desarrollar:
1. Caracterización fenotípica y genética de un mutante alterado en el desarrollo del fruto. De la caracterización previa de familias M2 por el Grupo DEVOLEG, se identificó un mutante por presentar diferencias notables en el desarrollo del fruto respecto al mostrado por el cultivar silvestre, utilizado como fondo genético en el programa de mutagénesis. El mutante PHAM02180 muestra endurecimiento extremo de las valvas del fruto, lo que sugiere un mayor contenido en fibras o alteraciones en el patrón de lignificación. La mutación se hereda de forma mendeliana y recesiva. Se confirmará el modo de herencia a partir del análisis de progenies M3 obtenidas por autofecundación de plantas M2 mutantes. Se identificarán los tejidos que participan en la maduración del fruto, y se compararán a nivel histológico y anatómico con los presentes en el fondo genético silvestre.
2. Clonación de los genes afectados en el mutante seleccionado mediante mapeo por secuenciación (mapping-by-sequencing). Se seguirá una metodología basada en mapeo por secuenciación (mapping-by-sequencing), y para ello se desarrollará una población segregante F2 a partir del cruzamiento de una planta homozigótica mutante de la progenie M3 con una planta de la accesión silvestre. En la población F2 se evaluarán al menos 200 plantas para caracteres de desarrollo del fruto. Se construirán dos pooles, uno formado por cantidades equimolares de ADN de plantas homocigotas para el alelo mutante (al menos 20 plantas), y otro constituido con el ADN de plantas homocigotas para el alelo silvestre  (wild-type, WT). Por tanto, dado que la mutación en estudio es recesiva, será necesario evaluar 15-20 plantas F3 procedentes de al menos 80 individuos F2 de fenotipo silvestre, al objeto de identificar un mínimo de 20 familias homocigotas, para construir el pool de individuos WT. La secuenciación masiva de los pooles se realizará con Illumina, y una cobertura genómica de 20-40X. Se realizará el análisis computacional de las secuencias, lo que permitirá la estimación de frecuencias alélicas y la localización de la región que alberga la mutación de interés en un cromosoma específico. Se determinará la naturaleza molecular de la mutación y se llevará a cabo un análisis de co-segregación del fenotipo y la secuencia específica de cada gen con cebadores PCR específicos que se utilizarán para genotipar las plantas de las progenies segregantes M2 y M3 antes descritas. 
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