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Resumen

El meldn, (Cucumis melo L.), es una especie horticola perteneciente a la familia de la
Cucurbitaceae, de origen asiatico. Esta especie se consume normalmente por sus frutos,
siendo muy apreciado por su alta variabilidad morfoldgica. Este cultivo se conoce desde hace
mas de 4000 afios y su domesticacion es en la actualidad un tema de interés para los
programas de mejora, dada que esta no ha sido investigada en detalle y la mayoria de los
principales rasgos de domesticacion, aun no son bien conocidos. En trabajos anteriores, tras
un cruzamiento entre Piel de Sapo (P) y la accesion silvestre Trigonus (T) se identificd un
QTL fwqt8.1 involucrado en el control genético del peso de fruto (FW) en meldn,
observandose una disminucion del peso de los frutos en presencia del alelo T. En el trabajo
realizado en estd tesis de master se pretende estudiar mas a fondo el efecto del QTL fwgt8.1
sobre el peso del fruto del melén, asi como localizar con mayor precision la posicion
cromosomica del mismo, en poblaciones de mapeo derivadas del mismo cruce. Para eso se
analizaron diferentes familias provenientes de lineas de introgresion avanzadas. En el estudio
de las plantas de la F2 recombinante todos los marcadores de la region fwqt8.1 mostraron
estar implicados en la expresion de este caracter, posicionando al fwqt8.1 en entre los
marcadores Chr8 4393075 y Chr8_4752299 a la derecha del cromosoma, siendo la region
que mas diferencia mostré en cuanto a la media de los alelos. Sin embargo en analisis de los
nuevos recombinantes y la verificacion test de progenie 2018 indican la presencia de otro
QTL en el otro extremo de la regién. Por lo tanto, se propone la presencia de dos QTLS en
esta region del LG VIII.

Palabras claves: Trigonus, Piel de Sapo, QTL, recombinacion, mapeo fino, lineas de

introgresion, tamafio del fruto, HRM, test de progenie.



Abstract

Melon, (Cucumis melo L.), is a horticultural species belonging to the Cucurbitaceae family, of
Asian origin. This species is normally consumed for its fruits, being highly appreciated for its
high morphological variability. This crop has been known for more than 4000 years and its
domestication is currently a topic of interest for improvement programs, since it has not been
investigated in detail and most of the main features of domestication, everything and are not well
known. In previous works, after a cross between Piel de Sapo (P) and the Trigonus wild accession
(T), a QTL fwqt8.1 was identified, involved in the genetic control of fruit weight (FW) in melon,
observing a decrease in weight of the fruits in the presence of the T. allele, in the work carried out
in this master's thesis, the effect of QTL fwqgt8.1 on the weight of the melon fruit is further studied,
as well as more precisely locate the chromosomal position of this, in mapping populations derived
from the same crossing. For this, different families from advanced introgression lines were
analyzed. In the study of recombinant F2 plants, all markers in the fwqt8.1 region were shown to
be involved in the expression of this character, placing fwqt8.1 in between the Chr8_ 4393075 and
Chr8_4752299 markers to the right of the chromosome, the region being which showed more
difference with respect to the mean of the alleles. However, in the analysis of the new
recombinants and the 2018 progeny test, it indicates the presence of another QTL at the other end

of the region. Therefore, the presence of two QTLSs in this region of LG VIII is proposed.

Keywords: Trigonus, Piel de Sapo, QTL, recombination, fine mapping, introgression lines, fruit

weight, HRM, progeny test.



Resumeix

El meld, (Cucumis melo L.), és una especie horticola pertanyent a la familia de la Cucurbitaceae,
d'origen asiatic. Aquesta espécie es consumeix normalment pels seus fruits, sent molt apreciat per
la seva alta variabilitat morfologica. Aquest cultiu es coneix des de fa més de 4000 anys i la seva
domesticacid és en l'actualitat un tema d'interes per als programes de millora, donada que aquesta
no ha estat investigada en detall i la majoria dels principals trets de domesticacio, tot i no sén ben
coneguts. En treballs anteriors, després d'un encreuament entre Pell de Gripau (P) i l'accessio
silvestre Trigonus (T) es va identificar un QTL fwqt8.1 involucrat en el control genetic del pes de
fruit (FW) en meld, observant-se una disminuci6 del pes dels fruits en preséncia de l'al-lel T. en
el treball realitzat en aquesta tesi de master es pretén estudiar més a fons l'efecte de I'QTL fwqt8.1
sobre el pes del fruit del meld, aixi com localitzar amb més precisio la posicid6 cromosomica
d'aquest , en poblacions de mapeig derivades del mateix encreuament. Per a aixo es van analitzar
diferents families provinents de linies de introgressié avancades. En I'estudi de les plantes de la
F2 recombinant tots els marcadors de la regié fwqt8.1 van mostrar estar implicats en I'expressio
d'aquest caracter, posicionant al fwqt8.1 en entre els marcadors Chr8_4393075 i Chr8 4752299 a
la dreta del cromosoma, sent la regio que més diferencia va mostrar respecte a la mitjana dels
al-lels. No obstant aixo en analisi dels nous recombinants i la verificacio test de progénie 2018
indica la presencia d'un altre QTL en l'altre extrem de la regi6. Per tant es proposa la preséncia de
dos QTLs en aquesta regio del LG VIII.

Paraules claus: Trigonus, Peil de Sapo, QTL, recombinacio, mapatge fi, linies de introgressio,

pes del fruit, HRM, test de progenie.
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INTRODUCCION



1. Introduccion

1.1. El1 melon (Cucumis melo L)

111, Taxonomia
El melon (Cucumis melo L.) es una especie dicotiledonea perteneciente a la familia Cucurbitaceae,

subfamilia Cucurbitoideae, tribu Melothrieae, género Cucumis y especie melo L. con un genoma
diploide y un nimero cromosémico 2x=2n=24. Las cucurbitaceas tienen una alta diversidad
fenotipica para la forma y el tamafio del fruto, lo que resulta en una gran variedad de usos
(Bisognin, 2002).

La familia de las cucurbitaceas contiene 130 géneros que incluyen alrededor de 800 especies
(Kocyan et al. 2007). Algunas de las mas comunes y que tienen mayor importancia economica
son: dentro del género Cucumis el melon y el pepino (C. sativus L.); dentro del genero Citrullus
la sandia (C. lanatus L.) y dentro del género Cucurbita la calabaza (especies C. moschata L. y C.

maxima L.) y el calabacin (C. pepo L.) (Kocyan et al. 2007).

Actualmente el melon se cultiva en todo el mundo y se encuentra una amplia variabilidad
fenotipica entre los cultivares modernos y tradicionales, variedades locales y silvestres (Gonzalo
et al., 2019).

1.1.2. Origen y diversificacion

Se han formulado varias hipotesis que apuntaban a un origen africano para la especie C. melo,
basdndose en la coincidencia en el nimero cromosdémico de C. melo (2n=24) con algunas
especies silvestres africanas, en contraste con C. sativus y la especie silvestre de origen asiatico
C. hystrix Chakravarty que presentan un nimero menor (2n=14). (Kirkbride 1993; Chen
et al. 1998). Sebastian et al., (2010) utilizando secuencias de ADN de cloroplastos y marcadores
nucleares en 100 accesiones de Cucumis provenientes de Africa, Australia y Asia, mostraron
que el melén es de origen asiatico, seguida de una rapida propagacion al noreste de Africa
(Paris, 2016). Los cultivares europeos provienen de la India, considerada como centro de
diversidad primario (Gonzalo et al.,2019).

Tradicionalmente, el melén ha sido dividido en dos subespecies: melo y agrestis; y ambas
contienen variedades tanto cultivadas y comestibles como totalmente silvestres (Jeffrey, 1980) y

todas las plantas con pelos largos y extendidos en los ovarios se llamaron supsp. melo, mientras



que las plantas con ovarios de pelo corto se llamaron subsp. agrestis (Kirkbride, 1993). Las
regiones en las que existe una mayor diversidad dentro de la especie son Africa y Asia,
especialmente la India, donde también se concentran la mayor parte de las variedades silvestres.
La clasificacion intraespecifica de meldén ha sido revisada varias veces, el agrupamiento mas
reciente propuesto por (Pitrat, 2017), sugiere 19 posibles grupos basdndose en caracteres
fenotipicos del fruto: agrestis, kachri, chito, tibish, acidulus, momordica, conomon, makuwa,
chinensis, flexuosus, chate, dudaim, chandalak, indicus, ameri, cassaba, ibericus, cantalupensis y
inodorus (Figura 1). Dado la existencia de muchos tipos con caracteres intermedios, algunas

accesiones de melén no fueron incluidas en esta clasificacion.

Figura 1. Imagenes que representan la gran diversidad en rasgos frutales dentro de las especies de
meldn. a. grupo agrestis, b. grupo flexuoso c¢. grupo dudaim d. e.grupo cantalupensis f. g. h. grupo inodoro
(Pitrat et al., 2008).

1.1.3. Importancia econémica de la especie

El melon es una de las principales especies horticolas cultivadas en el mundo. En 2017, la
superficie mundial cultivada de melones y la produccién mundial se estimaron en 1,19 millones

de hectareas y 50 millones de toneladas, respectivamente (FAOSTAT, 2017).



China es el primer productor de melon a nivel mundial, produciendo en 2017, 17,082,608 de
toneladas lo que equivale aproximadamente a un 53.5% del total mundial, seguido por Turquia
(1,813,422 Ton) e Irdn (1,591,414 Ton). Espafia ocupa el octavo lugar con 655,677 de toneladas

equivalente a un 2,1% de la produccion mundial (Figura 2).

A nivel de exportaciones Espafia ocupa el primer lugar exportando 444 miles toneladas en 2017,

fundamentalmente a paises de Europa.

Paises con mayor produccion de melén en 2017
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Figura 2. Principales paises productores de melén, FAOSTAT 2017.

Enel 2017, alrededor de 110.000 toneladas de melones fueron exportadas a Francia durante este
periodo (FAOSTAT 2017) (Figura 3).

Francia 110.593
Alemania
Reino Unido
Paises Bajos
Portugal
Suecia
Belgica
Dinamarca
Ialia

Polonia

rlanda

Figura 3. Volumen de melones exportados desde Espafa a los distintos paises de la Unién Europea
en 2018, por pais (en toneladas) (FAOSTAT 2017).



1.1.4. Descripcion boténica

El meldn es una planta herbacea anual susceptible a la temperatura, la intensidad de la luz y la
duracion del dia. La planta de melon presenta tallo rastrero o trepador con un sistema radicular
muy ramificado de crecimiento rapido. Esta planta se caracteriza por tallos herbaceos recubiertos
de formaciones pilosas que presentan nudos con reparticion generalmente regular de hojas,
zarcillos y flores. Las hojas son pilosas habitualmente pentagonales y con limbo ovado (Valadez,
1989).

El meldn es particularmente interesante por su biologia de flores. Se pueden observar tres tipos
de flores: masculina, femenina y hermafrodita o perfecta. Los tipos silvestres de melén, como la
mayoria de las especies del género Cucumis, son monoicos (flores masculinas y femeninas en la
misma planta). Aproximadamente 2/3 de las accesiones en colecciones de cultivares o variedades
locales son andromonoicas (flores masculinas y hermafroditas en la misma planta) y 1/3 son
monoicas. Pocas accesiones son hermafroditas (todas las plantas tienen solamente flores perfectas
(Poole et al., 1939).

El fruto del meldén se denomina peponide y se caracteriza por su gran variabilidad de forma y
tamano; se pueden encontrar desde formas achatadas hasta muy alargadas con pesos que pueden
variar desde 20 g hasta 35 kg. El epicarpio es duro y muestra distintos patrones de coloracion con
una superficie lisa, reticulada o escriturada. La pulpa puede ser delgada o carnosa y dulce 0 amarga
con una gran gama de colores blanco, amarillo, naranja o verde. La placenta se divide en 3 0 4
carpelos y esta ocupada por las semillas de forma fusiforme, aplastadas y de color blanco o

amarillento (Kristkova et al., 2003).

1.2. Domesticacion del Melon

1.2.1. Domesticacion

Domesticacion es el proceso por el cual una poblacion de una determinada especie animal o
vegetal pierde, adquiere o desarrolla ciertos caracteres morfoldgicos, fisiologicos o de
comportamiento, los cuales son heredables y, ademas, son el resultado de una interaccion
prolongada y de una seleccion artificial por parte del ser humano. Su finalidad es obtener

determinados beneficios de dichas modificaciones (Doebley et al., 2006).



Existe un conjunto comin de rasgos, conocido como el "sindrome de domesticacion”, que
distingue a la mayoria de las plantas cultivadas de sus parientes silvestres (Hammer, 1984). En
comparacion con sus progenitores, las plantas domesticadas suelen tener semillas o frutos mas
grandes, plantas mas robustas, crecimiento mas determinado o mayor dominio apical y una
pérdida de dispersion natural de semillas. Asimismo, se observan cambios fisiologicos como la
pérdida de latencia de la semilla, la disminucion de las sustancias amargas en las estructuras
comestibles, cambios en la sensibilidad del fotoperiodo, floracion sincronizada y la pérdida o

reduccion de mecanismos de defensas contra enemigos naturales (Doebley et al., 2006).

Estos cambios tienen como consecuencia una reduccion en la supervivencia de los cultivos en el
medio silvestre. Por lo tanto, los cultivos son ahora dependientes de los cuidados de los humanos

para su propagacion y supervivencia (Guerrero, et al., 2007).

El meldén se conoce desde hace méas de 4000 afios (Andrews et al., 1956; Manniche, 1989;
Meirano, 2000). Los principales caracteres que han sido objeto de domesticacion de este cultivo,
han sido tamafio del fruto, grosor de la pulpa, tamafio de la semilla, tamafio de las hojas y presencia
de cucurbitacina. La domesticacion del meldén podria haber comenzado por el interés de sus
semillas ricas en proteinas y lipidos de importante valor nutricional, similar a otros géneros de las

cucurbitaceas como la calabaza (Cucurbita) y la sandia (Citrullus lanatus) (Pitrat, 2012).

La domesticacidon del melon atn no se conoce con claridad, un estudio reciente realizado por Endl
et al., (2018) sugieren la posibilidad de que se hayan producido al menos dos eventos de
domesticacion independientes, uno en Africa y otro en Asia. Sin embargo no se ha podido

determinar con exactitud cual de los dos procesos de domesticacion ocurrié primero.

Los melones cultivados muestran una amplia gama de formas de fruto (desde ligeramente plana
hasta extremadamente alargada), mientras que los melones silvestres suelen ser redondos u

ovalados, y de tamafio pequefio que aumento tras el proceso de domesticacion de la especie.

1.2.2. Mapeo de QTLs de tamafio de fruto
La estrategia de mapeo de loci de caracteres cuantitativos (QTL) se ha revelado exitosa para la
diseccidn genética de algunos de estos rasgos relacionados con la domesticacion en otros cultivos,

como arroz, maiz, sorgo, cebada, trigo, soja, girasol y tomate (Olsen et al., 2013). En el caso de



melon, se han identificado QTLs implicados en caracteristicas del fruto, morfologia de la planta
y resistencia a patogenos (Diaz et al., 2011; Gonzalo y Monforte 2017). Estos estudios se han
realizado cominmente en poblaciones que provienen del cruce entre miembros de dos subespecies
diferentes en melon, melo y agrestis. Un ejemplo de mapeo de un caracter relacionado con la
domesticacién, es la identificacion del gen de pH responsable de la acidez de la fruta, cuya
caracteristica explica la historia evolutiva de los melones dulces (Cohen et al. 2014).

Diaz et al., (2017) por primera vez, llevaron a cabo un estudio de QTLs relacionado con el control
de varios caracteres del sindrome de domesticacion. Para este estudio se obtuvo una poblacion F2
compuesta por 400 plantas provenientes del cruce intraespecifico entre una variedad de tipo “Piel
de Sapo” (P) (subsp. melo var. inodorus) y la accesion silvestre Ames 24297, “Trigonus” (T)
previamente clasificado como C. trigonus, aunque pertenece a C. melo ssp. agrestis grupo agrestis
segun (Pitrat, 2017). Esta ultima muestra todas las caracteristicas tipicas de un melon silvestre
(Monforte et al. 2005), siendo una opcion adecuada para estudiar la genética de la domesticacion
del melon. Los frutos del cultivar Piel de Sapo son grandes, de forma ovalada, con semillas
grandes Yy un alto contenido de pulpa dulce, sin embargo los frutos de Trigonus son de tamario
pequefios, normalmente redondo, con semillas pequefias y sin pulpa comestible (Figura 4)
(Monforte et al.2005).



‘Piel de Sapo’

Trigonus

Figura 4. Secciones longitudinales de frutas tipicas de genotipos parentales 'Piel de Sapo' (P) y
Trigonus (T) (Diaz et al., 2017).

La expresion sexual muestra efectos pleiotrépicos en la morfologia del fruto, ya que la monoecia

conduce a frutos méas alargados (Monforte et al. 2005; Ramamurthy; Waters 2015 y Périn et al.,
2002). Diaz et al., (2017) con el fin de mitigar el efecto de la segregacion del locus en la
morfologia fenotipica de la diversidad de la fruta, enriquecieron la poblacion F2 con individuos
andromonoicos selecciondndolos con marcadores CAPS. Asi, la poblacion de mapeo F2
finalmente consistio en 200 plantas. Los individuos de la F2 (Figura 5) se evaluaron en 3 ensayos
de 2 localidades y 2 afios distintos. Se definieron un total de 27 QTL con efectos estables en al
menos dos ensayos F2, diez relacionados con los rasgos de la forma (cuatro para largo del fruto,
dos para didmetro del fruto y tres para la forma del fruto) ubicadas en LGII, IV, VI y VIII
respectivamente, 4 QTLs de tamafio de fruto, consistentes entre al menos 2 ensayos, en
cromosoma Il (fwqt2.1), IV (fwqt4.1), VI (fwqt6.1) y VI (fwgt8.1) y cinco QTL que controlan el
contenido de pulpa (tres para el area del pericarpio (AP) y dos para grosor del pericarpio (PA) en
LGV, VI y VIII.

En cada ensayo el QTL asociado al tamafio del fruto (fwqt8.1) localizado en el grupo de ligamiento
(LG) VIII, presentd6 un alto valor de LOD, mantenido entre los diferentes ensayos.
Posteriormente, se verifico el efecto de este QTL en lineas de retrocruces avanzados, asi se

confirmd que los alelos de T disminuyen el tamafio de fruto y que la presencia de un solo alelo T



en LG VIII (en heterocigosis) es suficiente para obtener frutos de pequefio tamafio (Diaz et al.,
2017).

Figura 5. Variabilidad fenotipica en la descendencia F2 a: Piel de Sapo, b: Trigonus, c: F1, d: F2
segregante. (Diaz et al., 2017).

1.2.3. Herramientas genéticas y gendémicas disponibles

a. Mapas genéticos

El tamafio del genoma de melon es relativamente pequefio, se estima en 450-500 Mpb
(Arumuganathan et al., 1991). Debido a la relevancia economica del melén durante los dltimos
15 afios se han desarrollado una serie de herramientas genéticas y genémicas que han ayudado a
la comprensidn de la biologia de esta especie, asi como a su mejora genética y el desarrollo de

nuevas variedades.

Una de las primeras herramientas en ser desarrolladas fueron los marcadores moleculares. Se han
desarrollado muchos tipos de marcadores moleculares en melon incluyendo SSRs y SNPs, que
son actualmente los mas utilizados ya que existen sistemas de deteccién de alto rendimiento
automatizados y ademas son facilmente transferibles a programas de mejora vegetal. El desarrollo
de marcadores moleculares es fundamental para la construccion de mapas genéticos, que en melon

se construyen desde hace casi 20 afos utilizando los distintos tipos de marcadores moleculares



disponibles en cada momento. Actualmente, el mapa genético de referencia de melén es el
publicado por (Diaz et al., 2011) que condensa en uno solo los diferentes mapas construidos a
partir de varias poblaciones generadas con distintas variedades por distintos grupos de
investigacion. EI mapa consenso contiene 1.592 marcadores moleculares (entre ellos 640 SSRs y
330 SNPs) distribuidos a lo largo de 12 grupos de ligamiento (LG).

b. Secuenciacién del genoma

Uno de los avances mas importantes para el estudio del meldn es la secuenciacion de su genoma
(Garcia-Mas et al. 2012). Se utilizé una linea doble haploide denominada DHL92 obtenida a partir
del cruzamiento entre la variedad Piel de Sapo (grupo inodorus) y la variedad exotica de origen
coreano P1161375 (grupo conomon), del cual predijeron 27.427 genes codificando proteinas, que
fueron analizados mediante la reconstruccion de 22.218 &rboles filogenéticos, lo que permitio la
definicion de genes ortdlogos con otras especies vegetales. La disponibilidad de un genoma de
referencia facilita estudiar la diversidad del genoma, con la posibilidad de descubrir SNPs y
variacion de insercion/delecion (indel), asi como, la variacion estructural (SV) y polimorfismo de

insercion de transposon.
1.2.4. Variabilidad genética

Actualmente, el meldn tiene una distribucion mundial con alta variacion fenotipica. Por ejemplo,
la forma del fruto de meldn varia de oblongo a extremadamente alargada, el peso del fruto de unos
pocos gramos a varios kilogramos y el sabor de la carne de amargo a muy dulce (Kirkbride 1993,
Stepansky et al.,1999). Ademas, se han detectado altos niveles de variabilidad genética utilizando
marcadores moleculares (Stepansky et al.1999). En un estudio de variabilidad, (Monforte et
al.,2003) encontraron un promedio de 6,3 alelos por locus de microsatélite en una serie de 27
genotipos de meldn. En conjunto, estos datos confirman que C. melo es una de las especies mas
diversas del género Cucumis, aunque el control genético de su variacion fenotipica es en gran
parte desconocido. Se han informado mas de 100 genes implicados en los rasgos morfologicos y
la resistencia a la enfermedad y 20 de ellos ya se han cartografiado (Périn et al., 2002). Estos genes
mapeados deben representar solo una fraccion muy pequefia de los genes subyacentes a la
variacion fenotipica observada en el germoplasma de melon. La mayor parte de la variacion
podria deberse a una variabilidad alélica multiple en un gran namero de loci de rasgos
cuantitativos (QTL). El analisis exhaustivo de los QTL requiere mapas detallados de enlaces de

marcadores moleculares (Frary et al., 2000), lo que permite los primeros informes de analisis de

10


https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-003-1483-x#CR22
https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-003-1483-x#CR38
https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-003-1483-x#CR38
https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-003-1483-x#CR28
https://link.springer.com/article/10.1007/s00122-003-1483-x#CR34

QTL en meldn. Por ejemplo, Périn et al., (2002) identificaron QTLs implicados en la forma del
fruto y la flor utilizando dos poblaciones de lineas recombinantes consanguineas.

El andlisis de QTL se puede usar como una estrategia para extraer genes o alelos de QTL en
germoplasma exotico y transferirlos a los cultivares modernos de élite, lo que permite un manejo
eficiente de la diversidad genética disponible en poblaciones naturales, especies silvestres y
bancos de germoplasma (Tanksley et al., 1997 ).

1.25. Identificacion de genes de interés mediante clonaje posicional
Tras la deteccion de QTLs y su mapeado a una regién del genoma del meldn, el siguiente paso
para la comprension genética de los caracteres es la identificacion del gen o genes responsables
de las diferencias fenotipicas. La estrategia del clonaje posicional se basa en la identificacion de
marcadores genéticos estrechamente ligados al gen y a la generacion de eventos de recombinacion
proximos al mismo, de forma que tras varios eventos de recombinacion e incrementando la
resolucién del mapa genético, los marcadores méas ligados al gen son utilizados para la

construccion de un mapa fisico en el que sera seleccionado el gen candidato.

Aunque en meldn hay disponibles mapas genéticos saturados y una gran cantidad de marcadores
moleculares, el proceso de clonaje posicional es dificil y, comparado con el nimero de caracteres
estudiados el numero de genes clonados sigue siendo bajo. En esta especie se han clonado los
genes mayores Fom-1 y Fom-2 responsables de la resistencia a Fusarium oxysporum razas 0,2 y
0,1 respectivamente (Joobeur et al., 2004); el gen Vat, responsable de la resistencia a la
transmision de virus por afidos (Pauquet et al., 2004); el gen nsv, responsable de la resistencia al
virus MNSV (Nieto et al., 2006). Relacionados con la fisiologia de la flor, han sido clonados los
genes a (andromonoecia) y g (ginoecia), responsables de la determinacion sexual en melony cuyas
combinaciones dan lugar a los distintos tipos de flor: AAGG (monoicas, flores masculinas en el
tallo principal y femeninas en las ramas laterales), aaGG (andromonoicas, flores masculinas en el
tallo principal y hermafroditas en las ramas laterales) AAgg (ginoicas, sélo flores femeninas en
ramas laterales) y aagg (hermafroditas, solo flores hermafroditas en ramas laterales) (Boualem et
al., 2008; Martin et al., 2009). Recientemente, también han sido clonados los genes CmPH,
responsable de la acidez del fruto de melén (Cohen et al.,, 2014); CmOR, que gobierna la
pigmentacion de la pulpa del fruto (Tzuri et al., 2015); y CmKFB, involucrado en la pigmentacion

del exocarpo del fruto (Feder et al., 2015).
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El Gnico QTL clonado hasta la fecha es ETHQV6.3 implicado en la maduracién climatérica y que
codifica un factor de transcripcién con dominio NAC (Rios et al., 2015). Adicionalmente, la
clonacion del QTL FSQS8.1 implicado en la morfologia de fruto estd también practicamente
concluido (Wu et al., 2018).

1.2.6. Antecedentes sobre caracterizacién y mapeo fino del fwqt8.1 implicados en la
domesticacion de melon

Entrabajos anteriores, Riahi, (2018) se realizé un mapeo fino del QTL de tamafio del fruto fwqt8.1
en el LG VIII, tras un analisis de nuevas lineas recombinantes con introgresion del alelo de
Trigonus en diferentes puntos de la zona donde se localiza el fwqt8.1 y con la saturacion de nuevos
marcadores moleculares se logré acotar la posicion cromosdémica del fwqt8.1 de 700 Kb a una
zona de 360 Kb entre los marcadores CMPSNP97 y CMPSNP44.

1.3. Interés del trabajo realizado

El interés de este trabajo de investigacion radica en que hoy en dia el desarrollo de nuevos
cultivares de interés comercial es un reto tanto en el campo agronémico como genético. Es
necesario comprender mejor las bases genéticas de las variaciones fenotipicas de los caracteres
de interés agrondmicos. La generacion de variabilidad en cultivos de gran importancia econémica

como lo es el meldn, resulta de vital interés para la mejora de la competitividad del sector.
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2. Objetivos

El objetivo principal de esta tesis de master es la caracterizacion en profundidad de un QTL
implicado en el control genético de uno de los caracteres claves en la domesticacion de melén: el
tamarfio del fruto. Para lograr este objetivo, se propusieron los siguientes objetivos especificos:

» Localizar con mayor precision la posicion cromosomica del QTL de tamafio de

fruto fwqt8.1 en el cromosoma V111 en una poblacion F2 con alta recombinacion.

» Estudiar el posible efecto en el tamafio del fruto de otras regiones presentes en el
fondo genético de los genotipos analizados para el estudio de fwqt8.1. que podrian

dificultar el avance en el mapeo fino.

» Acotar la posicion del fwqt8.1 con tests de progenie en familias con distintos

puntos de recombinacion.
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3. Material y métodos

3.1. F2 recombinante 2018

3.1.1. Material vegetal

La F2 recombinante utilizada en el presente estudio se gener6 en la campafa primavera 2018,
previo al comienzo de esta tesis master, en el laboratorio de Gendmica en Mejora Vegetal del
IBMCP. A partir de la familia 16M13, heterocigota en la region donde se localiza fwqt8.1 (Figura
6), se seleccionaron las plantas 16M13-65, 16M13-19, 16M13-37 y 16M13-74, también
heterocigoticas, que luego fueron autofecundadas y se generaron las familias F2 18M64, 18M65,
18M66 y 18M69

Cromosoma VIII
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Figura 6. Regién heterocigota de la familia 16M13 a partir de la cual se formaron las plantas para
la F2 recombinante parael cromosoma VI11. En rojo los marcadores flanqueantes e intermedio utilizados para
el genotipado de las plantas.

Se analizaron un total de 437 plantas usando la tecnologia de curvas de fusion de alta resolucion
HRM (High Resolution Melting) de Applied Biosystems 7500 Fast System, de las cuales fueron
seleccionadas 33 plantas con diferentes puntos de recombinacion entre las posiciones 4.063.741
pby 4.752.299 pb, empleando dos marcadores flanqueantes (CMPSNP97 y chr8 4752299) y uno
intermedio (Cl_33-B09 a 4.311.140 pb) (Tabla 1).
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Tabla 1. Genotipo de las 33 plantas recombinantes seleccionadas. (T: homocigético Trigonus, P:
homocigético Piel de Sapo, H: heterocigético).

4.063.741 | 4.311.140 4.752.299
CMPSNP97 | CI_33-B09 | chr8 4752299

18M64-37; 18M64-28; 18M66-15; 18M66-29;
18M66-57; 18M66-67; 18M69-33; 18M69-109

18M65-68; 18M69-111

18M64-76; 18M69-143

18M65-66

18M64-14; 18M66-38; 18M69-37; 18M69-142

18M64-42; 18M66-5; 18M66-51; 18M66-64;
18M69-174; 18M69-182

18M66-19; 18M66-21; 18M66-66; 18M66-68;
18M66-83; 18M69-54; 18M69-89

18M64-27; 18M69-147

18M69-103

Las mismas 33 plantas de la F2 se genotiparon con marcadores adicionales para determinar la
posicion de los puntos de recombinacion (Anexo 1A). Adicionalmente también se genotiparon
con el sistema Sequenom MassARRAY iPLEX por el Servicio de Investigaciones Biomédicas,
Unidad Central de Investigacion (Universidad de Valencia), con marcadores SNPs, en los
cromosomas I, I, 111, 1V, VII, VIII, X1 y XII, para verificar la presencia de introgresiones

adicionales (Anexo 1B).
3.1.2. Anadlisis estadisticos para la F2 recombinante, 2018

Para el andlisis estadistico de estas familias (18M64, 18M65, 18M66 y 18M69), se generd una
matriz de datos con el genotipo para cada marcador y los datos fenotipicos del peso de fruto

juntando las 4 familias.

Los datos se analizaron estadisticamente con el software JMP pro V13.1 (SAS Institute Inc),
realizandose un andlisis de varianza de un factor para estudiar la asociacion entre marcador y

fenotipo en los cromosomas 1V, VI y XII segln el siguiente modelo:

Yij = U + aiteij
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Yij: parametro morfoldgico j en el marcador i.

M: media general.

aj: efecto del marcador

i. €ij: error de medida.
Ademas, se analizé la interaccion entre los marcadores del grupo de LG VIII 'y los marcadores
segregantes en los cromosomas IV y XII (Anexo 1).
Se analizaron la media, desviacion estandar y la distribucion del caracter de peso de fruto en la
poblacién, posteriormente se realizé el grafico de distribucién.

3.2. Test de progenie otoiio 2018

3.2.1. Material vegetal y cultivo

En el experimento de test de progenie realizado en la campafia de otofio 2018 previo al comienzo
de esta tesis de méster, en el laboratorio de Genomica en Mejora Vegetal del IBMCP se evaluaron
4 familias (18M84, 18M85, 18M86 y 18M87) con recombinaciones en distintos puntos del
fwqt8.1. Se seleccionaron plantas homocigoticas para el alelo Piel de Sapo (P) o homocigoticas
para el alelo Trigonus (T) en la region segregante recombinante para estudiar si existia co-
segregacion entre la region gendmica y el tamafio del fruto (Figura 7). Los genotipos de cada una
de las plantas seleccionadas en las familias experimentales y sus puntos de recombinacion, se

presentan en el Anexo 2.
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Figura 7. Genotipo de las familias estudiadas en el experimento del test de progenie otofio 2018,
para el QTL tamafio del fruto. Cada familia presenta plantas con los alelos P o T en homocigosis en el mismo
punto dentro del LG VIII. Dentro de cada familia hay plantas recombinantes y no recombinantes.
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3.2.2. Andlisis estadisticos

El andlisis estadistico del test de progenie realizado en otofio 2018 ya incluido en el presente
trabajo de méster, se llevo a cabo usando el software JMP pro VV13.1 (SAS Institute Inc). Se realizd
un anélisis de varianza de una via con el modelo descrito anteriormente en el apartado 3.1.2, para
cada familia (18M84, 18M85, 18M86 y 18M87) por separado con el fin de estudiar la asociacién
de los marcadores segregantes del LG VIII (Tabla 2), con el tamafio del fruto. Para ello se generd

una matriz con los datos de genotipado de estas familias asi como los datos del peso (fenotipicos).

Tabla 2. Lista de los marcadores segregante del cromosoma V111 utilizados para el analisis de las
plantas de la familia (18M84, 18M85, 18M86 y 18M87) del progenie test 2018 y su posicion en el cromosoma
en pb.

Marcadores Cromosoma SgSiCién
CMPSNP97 4,063,741
chr8_4094744 4,094,744
chr8_4179695 4,179,695
Cl_33-B09 Vil 4,311,140
chr8_4393075 4,393,075
chr8_4444571 4,444,571
chr8_4527705 4,527,705
chr8_4630816 4,630,816
chr8_4752299 4,752,299

Ademas de la segregacion en el cromosoma V11, se observaron otras regiones con marcadores
segregantes. En el cromosoma IV se observd una zona que comprende 3 marcadores y en el
cromosoma XlI, 4 marcadores que mostraron esta segregacion. Las plantas seleccionadas
segregaban también en otras regiones del genoma. Por ello se estudi6 la interaccion entre los
marcadores de los cromosomas IV, VIII y XII, que presentaban distinto genotipo, mediante un
analisis ANOVA a dos vias y se gener6 un grafico de medias por marcador en caso de

significacion de la interaccion.

19



También se analizaron los cromosomas 1V y XII, por separado, realizando un anélisis de la

varianza para los marcadores segregantes.

3.3. Verificacion test de progenie anteriores

3.3.1. Material vegetal

En este experimento realizado para la verificacion de test de progenie de la campafas de 2017 y
2018 se emplearon distintas familias, proveniente de diferentes afios.

En la verificacion del test de progenie del afio 2017, se generaron familias a partir de las plantas
17M35-22 y 17M35-28 que se catalogaron, respectivamente 19M51 y 19M52 (Tabla 3). Las
familias seleccionadas presentaban una recombinacion en la posicion del marcador
Chr8_4910084 a la derecha de la probable posicion del QTL de peso de fruto. En el Anexo 3 se
presentan el genotipado de estas plantas.

Tabla 3. Genotipo de las familias 19M51 y 19M52 y sus puntos de recombinacién. Extremo derecho
del cromosoma V11, verificacion test de progenie 2017. P: homocigoto Piel de Sapo, T: homocigoto
Trigonus.

Pedigri
anterior

4752299

chr8_5166994

CMPSNP97
CMPSNP44
CMPSNP62

\
\
LL Cl_33-B09
.
LLchr8_4910084
B

19M51 | 17M35-22
19M52 | 17M35-28

chr8

Posteriormente, para la verificacién del experimento de test de progenie de la campafia 2018,
se realiz6 a partir de plantas de las familias 18M86 y 18M87. La familia 18M86 presentaba una
recombinacion en la posicion 4.179.695. Se seleccionaron los individuos 18M86-10, 18M86-11
y 18M86-19 homocigdticos para el alelo T en esa posicién y fueron renombrados 19M17, 19M18
y 19M19 respectivamente, y los individuos fijados para el mismo alelo T en homocigosis, 18M86-
14, 18M86-20, 18M86-22, 18M86-25, 18M86-33 y 18M86-35 renombrados 19M20, 19M21,
19M22, 19M23, 19M24 y 19M25.
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Luego, la familia 18M87 presentaba una recombinacion en la posicién 4.527.705, se
seleccionaron los individuos 18M87-3, 18M87-7, 18M87-13 y 18M87-32 que presentaban el alelo
T fijado en homocigosis y fueron renombrados 19M26, 19M27, 19M29 y 19M30 respectivamente
y los individuos homocigéticos para el alelo P en esa posicion 18M87-19, 18M87-29, 18M87-35
y 18M87-38 catalogados 19M31, 19M32, 19M33 y 19M34 (Figura 8, Anexo 4).
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Figura 8. Familias utilizadas para el experimento de la verificacion de test de progenie 2018 con
sus genotipos y puntos de recombinacion.

3.3.2. Germinacion

Las semillas de las plantas seleccionadas para generar las familias (19M17 a 19M34) y (19M51
a 19M52) para el experimento de verificacion del test de progenie anteriores, se abrieron con
ayuda de una pinza y se desinfectaron con lejia 30% durante 1 min, luego se sumergieron en
agua destilada dos veces durante 1 min. A continuacion, se colocaron en placas de petri
cubiertas con algodon y papel de filtro humidificado y se incubaron 24h en oscuridad a 37°C.
Después, las semillas que habian germinado, se sembraron en bandejas 30x50 cm de alveolos
en fitotron del IBMCP a 23 °C por 16h (luz) y a 20 °C por 8h (oscuridad).

3.3.3. Trasplante y fenotipado

Las plantas provenientes de las familias (19M17 a 19M34) y (19M51 y 19M52), se
trasplantaron a invernadero de la Universidad Politécnica de Valencia (Figura 9A),
seleccionando de 2 plantas por familias siendo un total de 10 a 12 plantas que poseen el mismo
genotipo. Se realizd una poda de formacion, para dejar solamente dos ramas por planta.
Aproximadamente, un mes después del trasplante, las plantas empezaron a florecer,

apareciendo primero, flores masculinas seguidas por flores hermafroditas. Las plantas fueron
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autofecundadas, asi, el dia anterior a la antesis, se embolsaron las flores hermafroditas para
evitar la fecundacion cruzada por otra planta (Figura 9B). El dia siguiente, las flores en antesis
se polinizaron con polen de flores masculinas de la misma planta. Luego, se etiquetaron
poniendo el nombre de la planta y la fecha de polinizacion y se volvieron a tapar unos 3 dias.
Se sigue polinizando hasta obtener frutos bien cuajados, uno por cada rama o por lo menos uno
por planta. Tras la polinizacion, se marcaron los frutos cuajados (Figura 9C), y se calculan 45
dias para su cosecha. Una vez cosechados, los frutos fueron pesados y posteriormente se
escanearon. Luego se sacaron las semillas, se limpiaron, se secaron a 37 °C durante 72 horas y
se guardaron en frigorifico a 4 °C para su uso en futuras etapas del proyecto.

Figura 9. Invernadero de la Universidad Politécnica de Valencia. A) Plantas seleccionadas
trasplantadas a invernadero, B) flores embolsadas y c) fruto cuajado.

3.3.4. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de las familias del afio 2017 y 2018 se realiz6 un analisis de la varianza
de una via utilizando el método descrito anteriormente en el apartado 3.1.2 con el software JMP
pro V13.1 (SAS Institute Inc) para ver si los marcadores segregantes de estas familias, tienen
alguna asociacion con la expresion fenotipica del fruto. Posteriormente se compararon los

genotipos de las familias entre ellas realizando una prueba de Tukey-Kramer HSD.

Ademas, para las familias del afio 2018 se realiz6 una comparacion entre familias recombinantes

y no recombinantes en distintos puntos.
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3.4. Analisis de nuevos recombinantes

3.4.1. Material vegetal

En este cuarto experimento llevado a cabo en la presente tesis de méster, en el laboratorio de
Genomica en Mejora Vegetal del IBMCP para el analisis de los nuevos recombinantes, se
seleccionaron un total de 4 plantas (18M64-27, 18M66-68, 18M69-103 y 18M69-142) con
diferentes puntos de recombinacion en la region fwqt8.1, a partir de las cuales se generaron las
familias 19M12, 19M13, 19M14 y 19M15 respectivamente (Tabla 4). En el Anexo 5 se presenta

el genotipado de estas familias.

Tabla 4. Genotipo de las familias 19M12, 19M13, 19M14 y 19M15, para el experimento de los
nuevos recombinantes. Cromosoma VII1. P: homocigoto Piel de Sapo, T: homocigoto Trigonus y H:
Heterocigoto.

N~
i | g
PeQ|gr| =
anterior P
P
O

19M12 | 18M64-27
19M13 | 18M66-68
19M14 | 18M69-103
19M15 | 18M69-142

3.4.2. Germinacion

Las semillas de las plantas seleccionadas para generar las familias 19M12, 19M13, 19M14 y
19M15 fueron germinadas y sembradas en bandejas 30x50 cm, utilizando el método descrito
anteriormente en el apartado 3.3.2. Se trasplantaron 60 plantas de cada familia, siendo un total
de 240 plantas.

3.4.3. Extraccion de ADN

El ADN se extrajo a partir de cotiledones u hojas jovenes de las plantas de la familia 19M12,
19M13, 19M14 y 19M15, siguiendo el protocolo de (Doyle et al., 1990) con ligeras
modificaciones. Cada muestra de tejido vegetal se colocé con 2 bolas de acero inoxidable en
tubos de 1,1 ml en tiras de 8, y se congeld en nitrogeno liquido. Las muestras se trituraron en
molinillo Geno/Grinder 2000 (SPEX Sample Prep) a 230 golpes/min durante 19 segundos

manteniéndose congeladas en nitrégeno liquido hasta la adicion de la solucion de extraccion.
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A cada muestra, se le agregaron 340 pl de la solucion de extraccion CTAB precalentado a 65°C
(CTAB 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM (pH 8), Tris 100 mM (pH 8) y 2-mercaptoetanol 0,2%
adicionado inmediatamente antes de su uso). Luego, los tubos se incubaron a 65°C durante 40
min invirtiendo 2 a 3 veces durante la incubacion. A continuacién, se realizd un spin y se
afiadieron 340 pl de cloroformo: isoamil alcohol (24:1) mezclando por inversion. Se centrifugo
a 3300 rpm durante 15 min a temperatura ambiente y se transfirio la fase acuosa superior a un
nuevo tubo, al que se agregd 300 ul de isopropanol a -20 °C. La solucion se mezclé suavemente
invirtiendo los tubos manteniéndose a -20 °C entre 1 hora a 24 horas para precipitar el ADN.
Una vez precipitado, se centrifugé a 3300 rpm durante 20 min a T° ambiente, se eliminé el
sobrenadante por inversién, se afiadieron 400 ul de Washing buffer (Etanol 76% v/v, Acetato
Amobnico 10mM), se agitd con virtex y se centrifugd nuevamente a 3300 rpm a T° ambiente
durante 10 min. El sobrenadante se elimind por inversion y se dejo secar el precipitado a T°
ambiente invirtiendo los tubos sobre papel absorbente durante 2-3 min luego se dejo al aire
boca arriba durante 10 min. Se resuspendio el precipitado en 30 pl de TE (Tris 10mM, EDTA
1mM) con 0,2 pl de RNAsa a 10 mg/ml y se incub6 a 37 °C en agitacion durante 1 hora.

La calidad y la concentracién del ADN extraido se comprobaron mediante electroforesis en gel
de agarosa al 0,8% utilizando el tampdn TAE 1x diluido a partir de 50x (Tris 40mM, acetic
acid 20mM, EDTA 1mM, pH 8,1) y tifiendo con bromuro de etidio a una concentracion de 0,5

pg/ml.

A su vez, 2 ul de ADN genomico, se colocaron en placa y se le afiadieron 2,5 ul de tampoén de
carga 6x y 6 ul de agua Mili-Q. Las muestras se cargaron en los pocillos del gel. Se coloco el
marcador de peso molecular de tipo A (10ng/ pl) a unas cantidades de 25ng, 50ng Yy 100ng.
Luego, introduciendo el gel en el tampdn TAE, se paso una corriente de 100 V durante 40 min
(Figura 10). Finalmente, las bandas se visualizaron mediante un transiluminador de luz
ultravioleta. Después de determinar la concentracion de cada muestra de ADN, se realizd una

dilucion a 1ng/ul a un volumen final de 100 pl.

Figura 10. Gel de calidad, en agarosa al 0.8%. Las bandas de la izquierda se muestra los
marcadores de peso molecular tipo A (10ng/ pl) a unas cantidades de 25ng, 50ng y 100ng.



3.4.4. Genotipado

En el servicio de secuenciacion del IBMCP se llevé a cabo, el genotipado de los individuos de
las familias 19M12, 19M13, 19M14 y 19M15 usando la tecnologia de curvas de fusion de alta
resolucion HRM (High Resolution Melting) de Applied Biosystems 7500 Fast System. Las
reacciones de 10 pl se prepararon en placa de 96 pocillos que contenian 5 pl de MeltDoctor™
HRM Master Mix de Applied Biosystems, 0.3 pl de cada cebador a 10 uM, 2 ul de ADN diluido
a una concentracion de 1 ng/ pl y 2,4 pl de agua destilada y desionizada. La amplificacion se
realizd con una primera etapa de inicio a 95°C durante 10 min seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacién y extensién a respectivamente, 95 °C durante 15 seg, 60 °C durante 1 min.
Para finalizar con una etapa de fusion a 95 °C durante 15 seg y 60 °C durante 1 min. Los
individuos se genotiparon usando los marcadores SNPs que marcan el punto de recombinacion
para cada familia (Tabla 4). Los resultados se analizaron con el software High Resolution Melt
v2.0. Una vez teniendo los resultados de genotipados, se seleccionaron 10 plantas por familias,
5 plantas homocigéticas T y 5 plantas homocigéticas P (Tabla 5).

Tabla 5. Genotipo definitivo de las plantas seleccionadas y sus puntos de recombinacién. P:

Homocig6tico Piel de Sapo y T: Homocig6tico Trigonus.

CMPSNP97 | CI_33-B09 | chr8_4752299

19M12-7; 19M12-9; 19M12-14;
19M12-15; 19M12-19.
19M12-13; 19M12-22, 19M12-29;
19M12-12; 19M12-10.

19M13-3; 19M13-10; 19M13-52;
19M13-24; 19M13-30.
19M13-12; 19M13-22; 19M13-32;
19M13-53; 19M13-4.

19M14-2; 19M14-4; 19M14-7,
19M14-12; 19M14-13.
19M14-11; 19M14-15; 19M14-44,
19M14-21; 19M14-37.

19M15-1; 19M15-7; 19M15-8;
19M15-9; 19M15-14.

19M15-6; 19M15-12; 19M15-27;
19M15-28; 19M15-33.

3.4.5. Trasplante y fenotipado

Las plantas fueron trasplantas y fenotipadas siguiendo el mismo procedimiento del apartado
3.3.3. Aproximadamente a los 15 dias posteriores a la polinizacion, se procedio un aclareo

de frutos conservando Unicamente 2 frutos por planta para su mejor desarrollo. Cumpliéndose
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45 dias de cuajado, se cosecharon los frutos, se pesaron en laboratorio y se seccionaron

longitudinalmente para escanearlos.

3.4.6. Andlisis estadistico para los nuevos recombinantes

Para el andlisis de las familias 19M12, 19M13, 19M14 y 19M15 se utilizé el software JMP pro
V13.1 (SAS Institute Inc) realizando un test ANOVA de una via.

Ademas se realizd una comparacion de medias entre los alelos P y T, de cada familia (19M12,
19M13, 19M14 y 19M15) por separado.
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4. Resultado

4.1. F2 recombinante 2018

4.1.1. Variacion fenotipica

Un total de 52 plantas pertenecientes a una poblacion F2 fueron analizadas, de las cuales 33 habian

sido seleccionadas por presentar una recombinacion segregante en la region de fwqt8.1.

El peso del fruto sigui6é una distribucion normal, no sesgada (Figura 11), con coincidencia de la
media, la moda y la mediana en el mismo valor (967.3). El peso del fruto oscilo en un intervalo

comprendido entre 369.5 como valor minimo y 1762 como valor maximo.
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Figura 11. Distribucion de los valores de peso en las 33 plantas seleccionadas de la F2 recombinante
analizada en la campafia de otofio de 2018.

4.1.2. Asociacion simple marcador-peso en el cromosoma VII|

El estudio de la asociacién entre marcador-peso, se realizd para los marcadores segregantes del
cromosoma VIII, que se encuentran en la region donde se localiza el QTL de tamafio de fruto

fwqt8.1. La asociacion se evalué mediante un analisis de varianza.

Todos los marcadores situados entre las posiciones 4.094.744 hasta 4.752.299 pb mostraron
diferencias significativas entre los alelos P y T para el peso de fruto. Los marcadores
chr8 4444571 (p<0.0003), chr8 4527705 (p<0.0003), y chr8_4630816 (p<0.0002) fueron los que
presentaron mayores diferencias observandose un aumento en el tamafio del fruto cuando esta

presente el alelo P en homocigdsis y frutos de menor tamafio cuando el alelo es el de T en
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homocigoésis (Tabla 6), lo que indica que el QTL probabilisticamente estaria entre los marcadores
chr8_4393075 y chr8_4752299.

Tabla 6. Media del peso de fruto por genotipo y analisis de la varianza para los marcadores del

cromosoma V111 para el peso, donde se refleja la media de los alelos, asi como también el valor de P para
cada marcador. mP: media para el alelo P, mT: media para el alelo T.*: P<0,05, **: P<0,01,***P<0,001.

Marcador Po(s;;';) n Cromosoma | Caracter Media Prob > F
chr8_ 4094744 mT=809.5 -
— 4.094.744 119569 0.0093
chr8_4179695 mT= 823 .
— 4.179.695 P 1196.41 0.0046
Cl1_33-B09 mT=815.715 "
=" 4.311.140 1773 0.0052
chr8_4393075 mT= 829.63 .
— 4.393.075 T 117959 0.0069
mT=739.35
chr8_4444571 4.444.571 VI I I Peso P=1192.72 0.0003***
chr8 4527705 mT=749.72 -
— 4.527.705 S p— 0.0003
chr8_4630816 mT=711.06 .
— 4.630.816 v 0.0002
chr8_4752299 mT= 748.67 .
— 4.752.299 P=1265.95 0.0011
CMPSNP62 mT= 739.35 .
5.282.726 s 0.0012

4.1.3. Asociacion simple marcador-peso en los cromosomas 1V y XII

Las otras dos regiones gendmicas segregantes, cromosoma IV y XIll, fueron analizadas por
separado, para ver si estaban implicadas en el tamafio de fruto de melon. El analisis de la varianza
no mostrd diferencias significativas en el tamafio de fruto en funcion del alelo presente para

ninguno de los marcadores analizados

En el cromosoma XII, el marcador CMPSNP284, hay una diferencia no significativa que no
parece ser real, debido a que el alelo T aumenta la media para el peso del fruto, ademas de que la
segregacion del marcador es andmala lo que posiblemente se deban a fallos en el genotipado.
(Tabla 7 y Anexo 1B).
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Tabla 7. Media por genotipo y valor F del efecto de los marcadores segregantes de los cromosomas
1V y Xl sobre el caracter peso del fruto, para las familias F2 recombinantes (18M64, 18M65, 18M66 y 18M69).
mP: media para el alelo P, mT: media para el alelo T.*: P<0,05, **: P<0,01,***P<0,001.

snp480 362.722 mP=9983 | 02306
mT=1142.8

snp677 | 29.823.907 mP=9244 | 09323
mT=1003.3

Vv Peso

snp24 | 31.066.049 mP=S21% | 58179
mT=884.2

ps07e07 | 32.158.388 mP=ITS3 | 9559
mT=991.8

CMPSNP923 | 2.093562 mP=9480t | 06568
mT=998.5

snp310 | 5.144.113 mP=BSOS | b oaa
mT=975

ai35208 | 13.943454 |  X|| Peso L™ % | 06044
mT=915.86

CMPSNP284 | 20.713.220 mP=8TA38 1 5 0549
mT=1064.85

CI_57-E03 | 23.570.081 e BT
mT=1042

4.1.4. Interaccion entre marcadores de los distintos cromosomas
Se analiz6 la interaccion entre los marcadores segregantes de los cromosomas 1V y XII con los
marcadores del cromosoma VIII mediante un analisis de ANOVA dos vias. Los resultados no
mostraron interacciones significativas para ninguno de los marcadores en base al tamafio del fruto

(datos no mostrados).
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4.2. Test de progenie otoiio 2018

4.2.1. Anélisis por familias del experimento del test progenie otofio 2018

Las cuatro familias del test de progenie de la camparia de otofio 2018 (18M84, 18M85, 18M86 y
18M87), fueron analizadas individualmente realizando un analisis de varianza para cada una de

ellas. En el Anexo 2 se marcan los puntos de recombinacion para cada familia.

Se analizaron los marcadores que segregaban para los alelos T y P en las diferentes familias. Las
medias de los peso del fruto fueron significativamente diferentes para la familia 18M86 (Tabla
8). En esta familia la region segregante comprendia entre los marcadores Cl_33-B09 y
chr8_4752299. Aunque es la unica familia que mostr6é diferencias significativas, la familia
18M85, cuya zona segregante comparte la region distal, mostré diferencia entre medias muy
similare a 18M86, por lo que la falta de significacion estadistica para esta puede deberse a falta
de potencia, ya que sélo pudieron obtener 3 frutos de cada clase fenotipica.

Con estos datos, aunque no es concluyente, es posible mantener la hipétesis que el QTL esta entre
los marcadores chr8 4393075 y chr8_ 4752299 vistos en la f2. Dado que la familia 18M87 no
mostrd claramente diferencias entre las clases genotipicas, se puede sugerir que la posicion del
QTL estaria entre chr8_4527705 y chr8_4752299, aunque seria necesario verificar el fenotipo de
18M85.

Tabla 8.Analisis de la varianza para las familias del test de progenie 2018 (18M84, 18M85, 18M86
y 18M87), para los marcadores segregante del cromosoma VIII. Media para cada alelo. P: Piel de Sapoy T:
Trigonus. *: P<0,05, **: P<0,01,***P<0,001.

Familia Media P [MediaT | Prob>F
18M84 1024 954 0.8
18M85 988 730 0.3
18M86 1105 764 0.0147*
18M87 1152 1027 0.6

4.2.2. Andlisis por familias de asociacion marcador- cromosomas 1V y XII

Las familias 18M84, 18M85, 18M86 y 18M87 segregaban también en otras regiones del genoma,
cromosoma IV y XllI. Con el objetivo de conocer el efecto de la dotacion genética de estos
cromosomas en el peso de fruto, se realizd un andlisis de varianza para los marcadores segregantes

individualmente.
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Tabla 9. Andlisis de la varianza marcador- cromosomas 1V y XIll1, de las familias segregantes en dichos
cromosomas. Media por alelos y valor F para cada una de las familias analizadas, por cromosoma. .*:
P<0,05, **: P<0,01,***P<0,001.

Posicion
Cromosoma | Familia Marcador (pb) Media Prob > F

mP=959

SNP677 | 59 823907 [ mT=897 0.72
18M84 mP=876

vV snp24 31.066.049 | mT=960 0.71
mP=879

18M86 |  ps07e07 | 3158388 | mT=o983 0.5
mP=780

CMPSNP923 | 493562 | mT=1163 0.09
18M84 mP=775

X1l snp310 5.144.113 | mT=1102 0.2
mP=890

18M85 | CMPSNP284 20.713.220 | mT=844 0.86

Las medias entre los alelos P y T presente en los marcadores estudiados en cada grupo de
ligamiento (LG), no mostré diferencias significativas para el caracter peso del fruto, en ninguna
de las familias estudiadas. (Tabla 9), se presentan los datos de media y valor F de cada una de las
familias analizadas, por cromosoma. La familia 18M87 no tuvo ningin marcador segregante en

las regiones extras estudiadas.

4.2.3. Interaccion entre marcadores

Se analizo la interaccion entre todos los marcadores de los cromosomas 1V, VIII, y XII, mediante
ANOVA a dos vias, no encontrandose ninguna interaccion epistatica significativa en ninguno de

los casos (datos no mostrados).

4.3. Verificacion test de progenie anteriores

4.3.1. Test de progenie 2017

En el andlisis de las familias con los genotipos en el extremo derecho del cromosoma V111 (19M51
y 19M52) del experimento de 2017, no se encontraron diferencias significativas para la media de
los alelo Py T en ninguno de los tres marcadores segregantes (chr8 4910084, chr8 5166994 y
CMPSNP62) con una probabilidad p> 0.1358 (Figura 12).

32



1750 Fae = -
Analisis de la varianza
Grados de Suma de| Media de los
15004 :
Fuent R F Probh>F
tente libertad| cuadrados cuadrados Azt 0
= chrd 4910084- _ B
51250 K T 52 ~ orm .
= . CVPSNPS) 1 166697 53 166693 2.8402 0.1338
g 10004 : Error 1 41084338 33602
. C. Total 8 37754089
7504 Ld

P T
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Figura 12. ANOVA de una via para los marcadores segregantes del extremo derecho del LG
VIII. *: P<0,05, **: P<0,01,***P<0,001.

El analisis del peso de fruto por familia no mostré tampoco diferencias significativas para las
medias del peso de fruto de cada familia. Los resultados de la prueba Tukey-Kramer HSD
mostraron la misma letra para todas las familias (Tabla 10). Lo que indica que el QTL no esta en
el extremo distal de la region del cromosoma V111, aunque so6lo dos frutos se pudieron obtener en
la familia 19M51, por lo que no se considera conclusivo estos resultados, esta familia debera de

volver a evaluarse.

Tabla 10. Comparacion de media de las familias experimentales mediante una prueba de
Tukey-Kramer HSD.

Familia Media Tukey-Kramer HSD
19M51 1216 A
19M52 888 A

4.3.2. Test de progenie 2018

La verificacion del test de progenie de 2018 se hizo comparando familias recombinantes contra

familias no recombinantes. En la comparacion de las familias 19M17-19M19 recombinante y con
el alelo P en homocigosis en el intervalo de los marcadores Cl_33-B09 y Chr8 4752299, contra
las familias no recombinantes con el alelo T en homocigosis en toda el cromosoma CMPSNP97
y Chr8_4752299 (19M20-19M25), no presentaron diferencias significativas en cuando a la media
del peso del fruto en funcién a los alelos presentes (Figura 13), lo que sugiere que el fwgt8.1

estaria hacia la izquierda de Cl_33-B09.
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1750 Anilisis de la varianza
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fente libertad |cuadrados |cuadrados azon e
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500
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250 . e Cl_33-B09-CHRS_4752299 P 879 A
=] T ars
Tukey-Kramer CMPSNPO7-CHRE_ 4179595 T 791 A
Cl_33-B09-chrd 4752290 0.05
Figura 13. ANOVA y test de Tukey-K entre las familias 19M17-19M19 (P en la regién recombinante)
y 19M20-19M25, del experimento verificacion del test de progenie 2018. *: P<0,05, **: P<0,01,***P<0,001.
Luego, la comparacion de las familias 19M26-19M30 fijadas para el alelo T en todo el cromosoma
contra las familias 19M31-19M34 recombinante y con el alelo P en homocigosis en el intervalo
de los marcadores CMPSNP97 a Chr8 4527705, no mostraron diferencias significativas respecto
al peso del fruto en funcion del alelo presente (Figura 14). En este caso la region no segregante
estara en el extremo opuesto, lo que sugiere fwqt8.1 estaria a la derecha del Chr8_4527705.
1200 e .
Analisis de 1a varianza
11004 -
Fuente {l}rndus de  |Sumade Media de los Ruzin F Prob>F
10004 . libertad cuadrados  |cuadrados
- . . CHPSHPET- -
P m i 1 92707 36927.1 2032 0.1745
: ; SN chrg_452770
@ ' Error 15|  272589.38 181727
w300 W *
& . U C. Total 18] 30951634
700+ * .
Marcadores Alelo Media Tukey K
00+ .
CMPSNES7-chrg 4527705 | F 808.33 A
=00 ; ' - AlFars chr8_4630816-chrg_4752298 | T 815 A
Tukey-Kramer
CMPSNPS7-chrd 4527705 0.05

Figura 14. ANOVAy test de Tukey-K para la familias 19M31-19M34 recombinantes del experimento
verificacion del test de progenie 2018. *: P<0,05, **: P<0,01,***P<0,001.

Las diferencias se observaron mediante una prueba ANOVA de una via, y el test Tukey-Kramer
HSD para familia analizada (Figura 14y 15).
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La comparacién de medias de las familias recombinantes (19M17 a 19M19 y 19M31 a 19M34)
contra no recombinantes (19M20-19M30) no mostro diferencias significativas entre familias con
una probabilidad p> 0.2105 (Figura 15y Tabla 11).

1400
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FAMILLE

Figura 15. ANOVA de una via entre familias recombinantes (19M17-19M19 y 19M31-19M34) y
fijadas parael alelo T (19M20-19M30).

Tabla 11. Resultados del ANOVA para la comparacion de familia recombinante contra no
recombinante. Media para cada alelo. *: P<0,05, **: P<0,01,***P<0,001.

Analisis de varianza
Fuente  Gradosde Suma de Mediadelos RazonF Prob>F

libertad cuadrados cuadrados
FAMILIA 2 115537.5 57768.7 1.6319 0.2105
Error 34 1203601.7 35400.1
C. Total 36 1319139.2

El analisis de Tukey-Kramer HSD no mostrd diferencias significativas entre familias. Lo que
implica que el QTL posiblemente no se encuentre en los extremos del cromosoma V111, resultados

que respaldan lo que hemos visto en los experimentos anteriores (Tabla 12).

Tabla 12. Prueba de Tukey-Kramer HSD para las familias recombinantes y no recombinantes. Las
familias no conectadas por la misma letra son significativamente distintas.

Tukey-
FAMILIA Media Kramer
19M31-34 950 A
19M17-19 833 A
19M20-30 798 A
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4.4. Analisis de nuevos recombinantes

4.4.1. Comparacion de las familias por separado

Las familias empleadas para este experimento presentaban recombinacién en distintos puntos del
intervalo comprendido entre los marcadores CMPSNP97 y Chr8 4752299 (Anexo 5). El anélisis
de la varianza, dentro de cada familia por separado, mostr6 diferencias significativas para las
familias 19M13 y 19M14 con disminucién del tamafio del fruto cuando el alelo T estaba presente
(tabla 13). Las familias 19M12 y 19M15, no mostraron diferencias significativas, aunque el
tamafio de los frutos son muy pequefios con comparacion con lo esperado para Piel de Sapo,
incluso comparando con las plantas 19M13-P y 19M14-P, lo que pone en sospecha de que estas
familias tengan otro QTL de peso de fruto fijado. Atendiendo al resultado de las familias 19M13
y 19M14, sitdan al fwqt8.1 a la izquierda de chr8_4179695.

Tabla 13. Resultados del ANOVA para las familias de los nuevos recombinantes. Media para cada
alelo. P: homocigoto Piel de Sapo y T: homocigoto Trigonus. *: P<0,05, **: P<0,01,***P<0,001.

3 % s 2
2 2 E g : 8 Familia | MediaPyT | prob >F
'ﬁ =3 Sl T 2 L] —
& oz A £ £ Mediapeso 1om12 |MP=82l 0.8512
-] 3 -— F-
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::':11;; 1 S 1207 19M13 0.0484*
191V1:1.3-T 760 mT=760
19 14-P I 1366 -
19M14-T 824 19M14 mP=1366 0.0344*
19M15-P I 876 mT=824
-T I
19M15-T 830 mP=876
19M15 0.5414
Fwqts.1 mT=830
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36



4.5. Mapeo Fino global del fivqt8.1
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Figura 16: Resumen de las conclusiones de los analisis de las distintas test de progenia.
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5. Discusion

5.1. Verificar posicion del fivgt8.1 en el cromosoma VIII

El objetivo de localizar con mayor precision la posicion exacta del QTL asociado al tamafio del
fruto en meldn se abordd en diferentes experimentos. La region en la que se ha centrado el trabajo
se habia delimitado anteriormente en la posicion 4.063.741 y 4.752.299 pb (Diaz et al., 2017)

observandose una disminucion del caracter cuando estéa presente el alelo T.

El andlisis de la primera poblacion, una F2 segregante seleccionada con alta recombinacion en la
region de fwqt8.1, indicd que el QTL estaria localizado entre los marcadores Chr8_4393075 y
Chr8_4752299. Comparando con los resultados obtenidos anteriormente en la tesis de master
realizada por Riahi (2018) donde localizan el fwqt8.1 en una region de 360 Kb entre los
marcadores CMPSNP97 y CMPSNP44, se solapa con los resultados actuales entre los marcadores
Chr8_4393075 y CMPSNP44 la zona compartida en ambos experimentos (Figura 16). Por tanto,

los resultados con compatibles entre los dos trabajos.

Los resultados del test de progenie 2018 donde la familia 18M86 presento diferencias
significativas para la region homocigdtica para el alelo P en comparacion con la region del alelo
T en homocigosis, nos permite confirma que la zona del fwqt8.1 esta dentro de la zona propuesta
anteriormente, viéndose diferencias significativas en funcion del alelo presente, resultados que
concuerdan con los obtenidos en la F2. Ademas, podemos proponer la region entre los marcadores
Chr8_4527705 y Chr8_4752299 como posible posicion de fwqt8.1.

La verificacion del test de progenie 2017 no fue conclusiva debido al bajo nimero de individuos
homocigéticos para el alelo P, por lo que los datos no son estadisticamente valido, con este
experimento el objetivo era estudiar el extremo derecho del cromosoma V111, donde se encuentran
los marcadores segregantes chr8_ 4910084, chr8 5166994 y CMPSNP62 (Figura 12).

Con las familias experimentales utilizadas cuesta establecer una delimitacion de la posicién del
fwqt8.1 correctamente, lo que podria explicarse con la alteracion de algunos datos por las
condiciones de cuajado y al bajo nimero de frutos obtenidos, lo que se pudo ver afectado por
varios factores, entre ellos la temperatura, debido a que influye en el desarrollo y bien cuajado de
las flores del meldn, las bajas temperaturas pueden inhibir el desarrollo de flores masculinas

después de la diferenciacion, determinando una precoz aparicién de flores femeninas. Para la
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cuaja de frutos la temperatura deberia ser de 20-23-°C, lo que hace que el cultivo del melon sea
de épocas de primavera-verano (Abarca et al., 2017).

En el estudio realizado por (Vegas et al., 2013), se cred un mapa genético de mediana resolucion
de la region donde se localiza el locus ETHQV6.3 responsable de la maduracion climatérica del
fruto del meldn, localizado entre los marcadores CMBR002 y CMNG61 14, que posteriormente
mediante un estudio de recombinantes originados en el mismo estudio, sitdan al QTL entre los
marcadores FR14-P22 y CMCINA41, pero debido a que los resultados obtenidos se basan en
informacién de un solo fruto por planta como consecuencia de las condiciones de cuajado, se
sugiri6 que la nueva posicion debian confirmarse mediante un test de progenie en experimentos

posteriores, debido a que los resultados obtenidos pueden inducir a errores.
5.2. Fondo genético e interaccion

En nuestro trabajo no se observo efecto de loci en los cromosomas IV y XIlI en el tamafio del
fruto, ninguno de los marcadores segregantes mostro diferencias significativas entre las clases
genotipicas. Estos cromosomas se han visto implicados en otros rasgos relacionados con la
domesticacion. Riahi, (2018) estudio el efecto del cromosoma IV sobre la expresion genética del
contenido de pulpa en meldén, donde se revel6 un efecto positivo de la introgresion de T en dicho
cromosoma sobre el contenido en pulpa. Anteriormente se ha identificado el QTL (pm-r) en el
LG XIlI posiblemente relacionado al gen recesivo que confiere resistencia a oidium en el cultivo

de melon para las razas 1, 2 y 5 (Beraldo P. 2015).

Riahi, (2018) en su analisis de asociacion marcador-peso, encontrd una diferencia significativa en
la media de los marcadores situados en el cromosoma VI para este caracter, explicando que
posiblemente eso se deba a la presencia en esa misma region de un QTL implicado en el tamafio
del fruto (fwgt6.1) descrito previamente por Diaz et al., (2017), donde también se describieron

otros QTLs, en el cromosoma 1l (fwgt2.1) y IV (fwgt4.1) relacionados con este caracter.

El analisis de epistasia realizado en este estudio, con el fin de detectar los supuestos efectos de
otras regiones genomicas para el caracter peso del fruto, se estudiaron todas las posibles
interacciones entre los distintos LG del genoma de melon. Los resultados demuestran que no
existen interacciones entre diferentes regiones, debido a que no se encontraron diferencias
significativas para ninguna de las combinaciones digénicas. La ausencia de epistasia en estos

experimentos de F2 recombinante y test de progenie otofio 2018, nos lleva a decir que la Unica
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zona implicada en la expresion del fwqt8.1 sobre el tamafio del fruto del meldn, es la que esta en

el cromosoma VIII.

La posicién del fwqt8.1 que ha sido estudiada en este trabajo, concuerdan con las reportadas por
Diaz et al., (2017) donde posiciona al fwgt8.1 en el LG VIII. Garcia et al., (2015) encontraron co-
localizacion con genes miembros de familias génicas implicadas en morfologia del fruto en
tomate: SUN responsable de la forma alargada del tomate, en el caso de fwqt2.1 y fwqt4.1 y OFP,
CNR y WOX en el caso de fwqgt8.1.

Estos genes habian sido descrito anterioremente: los OFP (Ovate Family Proteins) regulan el
alargamiento del tomate (Liu et al. 2002), mientras que la familia de genes CNR (Cell Number
Regulator) controla el tamafio del fruto en el tomate (Frary et al., 2000), entre otras especies. La
familia de genes WOX (homeobox relacionado con Wuschel) se ha descrito para controlar el
namero de I6bulos de tomate (Mufios et al. 2011). En las regiones que contienen el QTL del
tamafo en LGIV (pcalqt4.1ly fwqt4.1), se ha encontrado un gen homologo en tomate que regula
el tamafio del fruto en la secuencia del melén (CmCNR2). Del mismo modo, otros miembros de
la familia CNR (CmCNR4, 6, 7) se encuentran en la region de LGVI que alberga QTL relacionado
con el tamafio (faqt6.1, fwqt6.1 y pcalqt6.1). En el caso de fwqt8.1 QTL de interées en esta tesis
de master, se han descubierto genes homologos para algunos que controlan el tamafio en tomate,
como lo son: Wuschel (CmWuschel3) y KLU / FW3.2 (Cmfw3.2-5), este Gltimo regula la division

celular en frutos de tomate (Monforte et al., 2014).

Esta informacion ha sido validada en varios estudios realizados con el fin de conocer sobre las
bases genéticas de los cambios de la morfologia del fruto en el tomate durante el proceso de
domesticacion y transfiriendo esa informacion al meldén para investigar si la variacion de la
morfologia del fruto de Cucurbitaceae puede deberse a genes ortélogos y/o homologos

encontrados en el tomate.
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5.3. Mapeo Fino global de fivqt8.1

Los resultados de todos los experimentos realizados muestran un efecto en el peso en diferentes
regiones del cromosoma V111, siempre dentro del &rea donde se localiza el QTL fwqt8.1. En la
estrategia de mapeo por substitucion se asume que cuando el caracter co-segrega con la region
recombinante, el QTL esta localizado en esa region, mientras que cuando no hay segregacion se
asume que no esta en la regién recombinante, sino en la regién fijada. EI mapeo por sustitucion
cuadra razonablemente bien en el caso del experimento de test de progenie de otofio 2018 (familias
18M84-18M86). En el caso del experimento de verificacion del test de progenie 2018 no se
encuentra ninguna co-segregacion en las familias 19M17-19M25 y 19M26-19M34.

Para asegurarnos, hacemos el mapeo fino sélo con las familias en las que encontramos co-
segragacion: la F2 recombinante y el test de progenie otofio 2018 que nos dice que el QTL
posiblemente se encuentra en la regidn comprendida entre los marcadores Chr8_ 4393075 vy
Chr8_4752299, es decir, a la derecha del cromosoma VIII y el experimento de los nuevos
recombinantes, las familias 19M13 y 19M14 posiciona el QTL entre los marcadores CMPSNP97
y Chr8_4179695 a la izquierda del cromosoma (Figura 16).

Esto podria explicarse a la presencia de multiples QTLs en la region o en otras regiones
cromosomicas que no hemos identificado. Se han reportado casos similares en varios estudios.
Por ejemplo, anteriormente, un QTL para resistencia a Phytophthora infestans en el cromosoma
5 de Solanum habrochaites fue mapeado e introgresado en tomate cultivado (S. lycopersicum). Se
generaron lineas casi isogénicas (NIL) y se usaron para el mapeo fino de este QTL, que revel6 un
QTL coincidente o vinculado con efectos indeseables en el rendimiento, la madurez, el tamafio
del fruto y los rasgos de la arquitectura de la planta. Posteriormente, en un mapeo de alta
resolucién en el cromosomas 5 sub-NIL reveld la presencia de mualtiples QTLs relacionados con

la resistencia al patégeno (P. infestans) dentro de una region de 12,3 cM (Erron et al., 2013).

Esta complejidad genética, que incluye multiples QTL estrechamente vinculados, también han
reportado en otras especies como el Maiz donde tras el cruce dos accesiones: B73 x Mo17 para
un mapeo de mayor resolucion, se detectd un efecto importante sobre el rendimiento de grano y
otros rasgos relacionados con el rendimiento en el cromosoma 5, es este cromosoma se detectaron
al menos dos QTL cuyos efectos parecen actuar de manera dominante (Graham et al. 1997). Otro
ejemplo fue el reportado por Pasyukova et al. (2000) en Drosophila melanogaster (mosca de la

fruta), donde tras una andlisis de mapeo de deficiencia indica que existen multiples QTL
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estrechamente vinculados que afectan la variacion en la vida util del insecto en los intervalos
de cromosoma 2 y cromosoma 3. Casos similar ocurri6 en estudio realizado en ratones (Mollah
et al.,2011) y ratas (Granhall et al. 2006 ).

Por lo que basado en estos estudios podemos atribuir las diferentes zonas propuestas en los
experimentos, a la accion de dos QTLs ligados.

Las familias 19M13 y 19M14 nos permiten posicionar el QTL a la zona izquierda del cromosoma,
entre los marcadores CMPSNP97 y chr8 4179695 con una distancia de 116 Kb siendo 244 Kb
menos a lo propuesto en la tesis de Riahi (2018). En esta posicidn se encuentran un total de 12
genes anotados (MELO3C007611 hasta MELO3C007622), segin la anotacion génica en la
secuencia del genoma de referencia del melon disponible en MELONOMICS
(http://melonomics.cragenomica.es). Ninguno coincide con los 4 genes propuestos por Riahi
(2018): (MELO3C007628, MELO3C007630, MELO3C007661, MELO3C007675).

Por otro lado la posicién delimitada con las familias de la F2 recombinante y el test de progenie
otofio 2018 posicionan al QTL entre los marcadores Chr8_4393075 y Chr8_4752299, region
derecha del cromosoma, en dicha zona se encuentran aproximadamente 27 genes anotados. De la

cual 1 habia sido descrito previamente relacionado con el tamafio del fruto:

MELO3C007675: situado en la posicion 4.570.242 y 4.573.666 pb, este gen es similar BAM1
que codifica “Leucine-rich repeat receptor like kinase”, necesario para el desarrollo de
gametofitos masculinos, asi como para la especificacion y funcion de los dvulos. Participa en el
proceso de comunicacion célula-célula requerido durante el desarrollo temprano de las anteras, y
regula la division y diferenciacion celular para organizar las capas celulares. Requerido para el
desarrollo de hebras vasculares de alto orden dentro de la hoja y un control correlacionado de la

forma, el tamafio y la simetria de la hoja (Uniprot; https://www.uniprot.org/).

Este gen ya se habia propuesto por Riahi (2018) como posible gen candidato de este caracter.
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6. Perspectivas futuras

A partir de los estudios y discusiones realizados en la presente tesis te méaster, las perspectivas

para trabajos futuros se orientan a la siguiente direccion:

Volver a evaluar las familias que no han sido conclusivas, con mas réplicas de plantas.

Generar recombinantes a partir de genotipos que han recombinando para los dos posibles
QTLs.

Saturar con mas marcadores SNP, lo que permitiria detectar dichos puntos de
recombinacion y realizar una evaluacién del fenotipo del caracter peso del fruto en pruebas

de progenie.

Futuras evaluaciones, aumentar el nimero de replicas.
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CONCLUSIONES



7. Conclusiones

Las conclusiones que pueden derivarse de esta presente tesis de méaster basdndonos en los

resultados obtenidos, son las siguientes:

El anélisis de las diferentes familias experimentales, ha permitido comprobar el efecto del
fwqt8.1 en el cromosoma VIII, observandose una variacion fenotipica importante en
cuanto a tamafio del fruto cuando esta presente el alelo T en homocigosis en dicho

cromosoma, induciendo a frutos mas pequefios en comparacion con el alelo P homocigoto.

Los cromosomas IV y XII no muestran ninguna influencia en la expresion de este caracter,
con lo cual se puede concluir con la ausencia de epistasia y por tanto solo la zona del
cromosoma V111 esta implicado en el control genético del fwqt8.1.

Las dos regiones propuestas por las diferentes familias experimentales, nos lleva a concluir

la accion de dos QTLs implicados en el peso del fruto dentro del LG VIII.
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Anexo 1A: Genotipo de las plantas para el cromosomas VI, de la familia 18M64, 18M65, 18M66
y 18M69 de la F2 recombinante. P: homocigoto Piel de Sapo, T: homocigoto Trigonus, H: heterocigdtico. En
rojo los marcadores flanqueantes e intermedio.
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Anexo 1B: Genotipo de las plantas para los cromosomas 1V y XI1 , de la familia 18M64, 18M65, 18M66 y
18M69 de la F2 recombinante. P: homocigoto Piel de Sapo, T: homocigoto Trigonus, H: heterocigotico.
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Anexo 2. Genotipado de las plantas de las familias analizadas (18M84, 18M85, 18M86 y 18M87)
para el experimento test de progenie de la campafia del 2018. P: homocigoto Piel de Sapo y T: homocigoto
Trigonus.
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Anexo 3. Genotipo de las plantas para la verificacion del test de progenie 2017. En rosa se muestran
los marcadores segregantes que marcan el punto de recombinacion. P: homocigoto Piel de Sapo y T:
homocigoto Trigonus.
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Anexo 4. Genotipo de las plantas para la verificacion del test de progenie 2018. P: homocigoto Piel
de Sapoy T: homocigoto Trigonus.
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Anexo 5. Genotipo de las familias segregantes 19M12, 19M13, 19M14 y 19M15. P: homocigoto Piel
de Sapo, T: homocigoto Trigonus y H: heterocigoto.

Pedigri
anterior

19M12 | 18M64-27
19M13 | 18M66-68
19M14 | 18M69-103
19M15 | 18M69-142




