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Resumen

El meldn (Cucumis melo L.) es una especie de gran importancia econdmica a nivel
mundial, con una produccién global de aproximadamente 29 millones de toneladas en
2022. La forma del fruto es un caracter agrondmico de gran relevancia que influye en
aspectos relacionados con su transporte, almacenamiento y procesamiento. El control
genético de este caracter es complejo, involucrando a una gran cantidad de QTLs. En el
trabajo previo de Campos et al. (2023), se desarrollé una coleccion de 30 lineas de
introgresion (ILs) a partir de la accesion silvestre Ames 24297 (TRI) en el fondo genético
Piel de Sapo (PS). Entre estas, la linea TRI0O1-2 destaco al identificarse un QTL en el
cromosoma 1 para la forma del fruto. Esta linea, con una region de introgresion de
26,448,808 pb, mostrd que la presencia de alelos del parental TRI producia frutos
significativamente mas redondos en comparacion con los de PS, caracterizados por su
fenotipo ovalado. Por esta razén, el objetivo principal de la tesis de masteres la
caracterizacion del QTL implicado en la forma de fruto en melén mediante la saturacion
de laregion con marcadores moleculares. Para ello se desarrollaron dos poblaciones F,
derivadas del cruce entre TRIO1-2y PS que fueron analizadas en dos localizaciones
diferentes, en la Universidad Politécnica de Valencia (UPV), y en el Instituto de
Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea La Mayora (Malaga). El mapeo fino resulté en
un mapa genético dénde el ratio Kb/cM varié entre intervalos. En el intervalo
Chr1_14777711-Chr1_15072547 se hall6 una alta distancia genética, como resultado de
una alta tasa de recombinacidn, sin embargo, en los intervalos adyacentes se encuentra
una supresion de la recombinacion relacionada con regiones centromero. Finalmente, el
analisis del QTL reveld un QTL para la forma del fruto alrededor del marcador
Chr1_14443328. Asimismo, se analizaron los momentos del desarrollo claves para la
morfologia del fruto de la IL TRIO1-2, y de PS. Las diferencias en longitud, diametro e
indice de forma del fruto (FSI) se establecieron en etapas distintas, destacando que el FSI
se define antes de la antesis.

Palabras clave: Cucumis melo; forma del fruto; linea de introgresion; mapeo de QTL;
seleccion de recombinantes; genotipado; desarrollo del fruto.



Abstract

Melon (Cucumis melo L.) is a species of great economic importance worldwide, with a
global production of approximately 29 million tons in 2022. Fruit shape is a highly relevant
agronomic trait that influences aspects related to transport, storage, and processing. The
genetic control of this trait is complex, involving many QTLs. In a previous work by
Campos et al. (2023), a collection of 30 introgression lines (ILs) was developed using the
wild accession Ames 24297 (TRI) in the genetic background of Piel de Sapo (PS). Among
these, the TRIO1-2 line stood out, as a QTL for fruit shape was identified on chromosome
1. This line, with an introgressed region of 26,448,808 bp, showed that the presence of TRI
parental alleles produced significantly rounder fruits compared to PS fruits, characterized
by their oval phenotype. For this reason, the main objective of this master’s thesis is the
characterization of the QTL involved in melon fruit shape through the saturation of the
region with molecular markers. To achieve this, two F, populations derived from the cross
between TRIO1-2 and PS were developed and analyzed in two different locations: the
Polytechnic University of Valencia (UPV) and the Subtropical and Mediterranean
Horticulture Institute La Mayora (Malaga). Fine mapping resulted in a genetic map where
the Kb/cM ratio varied across intervals. In the Chr1_14777711-Chr1_15072547 interval, a
high genetic distance was found due to a high recombination rate; however, adjacent
intervals showed suppressed recombination related to centromeric regions. Finally, QTL
analysis revealed a QTL for fruit shape near the Chr1_14443328 marker. As a secondary
objective, key developmental stages for fruit morphology were analyzed in the IL TRIO1-2
and PS. Differences in fruit length, diameter, and shape index (FSI) were established at
different stages, with FSI notably being defined before anthesis.

Keywords: Cucumis melo; fruit shape; introgression line; QTL mapping; recombinant
selection; genotyping; fruit development.



Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030

Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto | Medio | Bajo No
Proced

ODS1. Finde la pobreza.
0DS2. Hambre cero. ><

s
0DS3. Saludy bienestar. X
X

0DS4. Educacion de calidad.

0DSS. lgualdad de género.

ODS6. Agualimpiay saneamiento.

0DS7. Energia asequible y no contaminante.
ODS8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X

KKK

0DS9. Industria, innovacion e infraestructuras. X

0ODS 10. Reduccion de las desigualdades.
0DS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.

X

ODS 12. Produccion y consumo responsables. x
0DS 13. Accion por el clima. X
0DS 14. Vida submarina.

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas.

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

KA X | X

Descripcidn de la alineacién del TFM con los ODS con un grado de relacién mas alto:

ELODS 2 “Hambre cero”, asi como el ODS 12 “Produccién y consumo responsable”,
guardan una estrecha relacion con el presente trabajo. Esto se debe a que este proyecto
contribuye en gran medida a la mejora de la produccion agricola mediante la
caracterizacién genética de un rasgo clave, como es la forma del fruto en meldn, una
especie de gran relevancia econdmicay alimentaria. La optimizacién de este caracter
agronémico puede aumentar la eficiencia en el transporte, almacenamientoy



procesamiento, aspectos fundamentales para garantizar la disponibilidad de alimentos y
reducir las pérdidas postcosecha. Ademas, este enfoque promueve un uso mas eficiente
y sostenible de los recursos agricola, aspecto crucial en regiones con recursos limitados,
y en contextos de alta demanda alimentaria.

Asimismo, este trabajo esta bastante relacionado con otros objetivos, como el ODS 8
“Trabajo decente y crecimiento econémico”, y con el ODS 9 “Industria, innovacién e
infraestructuras”. Eldescubrimiento del gen /genes involucrados en la morfologia del
fruto, contribuye al desarrollo de variedades con formas especificas de interés
comercial. Esto impulsa el desarrollo econédmico en regiones productoras, fomentando
empleos relacionados con la agricultura, la investigacion y la comercializacion. Ademas,
la implementacion de herramientas moleculares avanzadas, como el empleo de
marcadores moleculares para el mapeo fino de QTLs, promueve la innovacion en la
mejora genéticay el desarrollo de infraestructuras cientificas.
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Anexo 4. Region de introgresiéon de TRI01-2 en comun con TRIO1-1 (izquierda) y TRIO1-3 (derecha).
Los colores indican: En morado para los marcadores flanqueantes entre la regién de introgresion
compartida entre TRI0O1-2 y TRIO1-1 hasta el inicio de la region comun entre TRIO1-2y TRIO1-3, azul
para los marcadores seleccionados para saturar la region, verde oscuro para el alelo homocigoto
PS, y amarillo para el alelo homocigoto TRIO1-2.
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1. Introduccion

1.1 Importancia econdmica

El meldn es una especie de gran importancia econdmica a nivel mundial, especialmente
en regiones templadas y tropicales. Segun la FAQO, en la ultima década ha habido un
aumento de mas de 2 millones de toneladas en la produccién mundial de melén, siendo
en el afio 2022 de aproximadamente 29 millones de toneladas. Sin embargo, el area
cosechada mundial se ha reducido aproximadamente en un 2% (Figura 1). Practicas
agricolas, como el uso de variedades hibridas, han permitido intensificar la produccion en
menor area, lo que resulta en un mayor rendimiento por unidad de superficie cultivada
(Cavalcante et al., 2020).

Produccién/Rendimiento de Meldn Cantalupo y otros melones en Mundo

2012-2022
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Figura 1. Datos de producciény area cosechada de melén en el mundo comprendidos entre la
década 2012- 2022 segun la FAO.

Asia lidera la produccién mundial, con un 76.7 % en 2022, seguida de América (12.1%)y
Europa (6.1%) (Figura 2). En cuanto a los paises productores, China ocupa el primer
puesto, con una produccidn de 14 millones de toneladas, seguida de Turquia que supera
el millén de toneladas. Espana, es el principal productor de Europa con una produccion
de 524 mil toneladasy 16,220 hectareas cultivadas. La mayor parte de esta produccion
se dedica a la exportacion, donde se situa en el segundo lugar en la lista de paises
europeos, solo por debajo de Italia que produce 590 mil toneladasy 22890 hectareas
cultivadas (FAO, 2022).
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Figura 2. Datos de produccion de meldn por continentes en el mundo en 2022 segun la FAO.

1.2 Taxonomia

El meldn (Cucumis melo L.) es una especie dicotiledénea, de gran interés tanto por sus
propiedades bioldgicas como por su importancia econdmica. Pertenece a la familia de
las Cucurbitaceas, una importante familia de plantas angiospermas que incluye
alrededor de 800 especies distribuidas en 30 géneros (Rolnik & Olas, 2020). Entre las
especies que forman parte de esta familia, cabe destacar por su interés agronémico la
sandia (Citrullus lanatus), la calabaza (Cucurbita spp.) y especies del género Cucumis,
como el pepino (Cucumis sativus) y melén (Cucumis melo) (Garcia-Mas et al., 2012).

La extensa variacion morfolégica de los frutos dentro de C. melo dificulta una
clasificacion intraespecifica convencional. Kirkbride. (1993) propuso, aunque
actualmente obsoleta, una clasificacién de la especie en dos subespecies, basadaen la
pubescencia de los ovarios y los frutos jovenes. Asi, los ovarios y frutos jovenes con pelos
cortos se asignaron a C. melo subespecie agrestis, mientras que aquellos con pelos
largos se asignaron a C. melo subespecie melo.

Recientemente, Endl et al. ( 2018), plantearon una clasificacién centrandose en la
filogenia de la especie y en el lugar de domesticacién, basado en una divergencia en dos
linajes: uno predominante en Asia (C. melo ssp. melo) y otro restringido a Africa (C.melo
ssp, meloides).

La divisién mas completa, basandose en una clasificacion horticultural, es la realizada
por Pitrat,. (2017), que comprende 19 grupos, dentro de los cuales, se agrupan los
melones comestibles en seis grupos botanicos, incluyendo Flexuosus (Oriente Medio,
Mediterraneo), Conomon (Asia), Cantalupensis (Europa, América), Inodorus (Oriente
Medio, sur de Europa), Chito (Asia), Dudaim (Asia) y Momordica (Asia) (Figura 3).




Figura 3. Varios grupos de cultivares de meldon (Cucumis melo)basados en la clasificacion de
Pitrat (2008): (A) inodorus (Piel de Sapo); (B) conomon (Shiro Uri Okayama); (C) momordica
(P1124112); (D) chate (Carosello Barese); (E) dudaim (meldn de bolsillo de la reina Ana); (F)
acidulus (TGR-1551); (G) makuwa (Ginsen makuwa); (H) ameri (Kizil Uruk); (I) cantalupensis

(Vedrantais); (J) reticulatus (Dulce); (K) flexuoso (Arya); (L) tibish (tibish); (M) chinensis (Songwhan
Charmi) y (N) meldn silvestre (trigonus) (Monforte et al., 2014).

1.3 Descripcion botanica

C. melo es una planta anual, herbacea, de crecimiento rastrero o trepador. Sus tallos son
delgados, pubescentes y pueden alcanzar hasta 3 metros de longitud, desarrollando
zarcillos a partir de las axilas de las hojas para sujetarse a estructuras vecinas. Las hojas
son alternas, grandes, con bordes lobulados y textura rugosa. Las flores son de color
amarillo y acampanadas, de entre 2y 3 cm de diametro. En cuanto a su reproduccion, los
melones silvestres son monoicos con flores masculinas y femeninas en la misma planta,
mientras que los melones cultivados son en su mayoria andromonoicos (flores
masculinas y hermafroditas en la misma planta), 1/3 son monoicos y en un bajo
porcentaje pueden ser hermafroditas (con sélo flores hermafroditas) (Choudhary &
Pandey, 2016; Kesh & Kaushik; 2021).

Se piensa que el melén fue domesticado por sus semillas ricas en proteinasy lipidos, y
mas tarde por su mesocarpo o pulpa del fruto (Zeven & Wet, 1982). Los frutos de los
melones silvestres, anteriormente considerados Cucumis trigonus, son pequefios
(alrededor de 30-50 g) y de forma ovalada u ovoide, con el exocarpo liso, reticulado o
verrugoso, tipicamente de color verde claro con manchas verde oscuro (Figura 4). Las
variedades cultivadas, son mas grandes (hasta 35 kg) y varian considerablemente en
forma, desde planos (longitud:diametro=0.6) hasta muy largos (longitud:diametro>10), y
presentan exocarpos de diferentes colores. Internamente, presenta una cavidad, la
placenta, que contiene numerosas semillas ovoides. Por regla general suelen presentar




tres placentas (incluidos los melones silvestres), pero algunos grupos tienen hasta cinco
(Pitrat, 2017).

Figura 4. Frutos caracteristicos de un meldn silvestre del grupo agrestis (a) y su seccidén
transversal (b) (Pitrat, 2017).

1.4 Origen y diversificacion

El origen de C. melo ha sido objeto de debate durante afos (Kirkbride., 1993).
Actualmente, se reconoce que esta especie proviene de Asia (Sebastian et al., 2010),
siendo la India el principal centro de domesticacioén y diversificacion del melén, desde
dénde los cultivares de meldn se diversificaron de manera divergente hacia el
Mediterraneo/Oriente Préximo, y hacia el Lejano Oriente (Gonzalo et al., 2019).

Endlet al. (2018) sugiere que la domesticacién del meldn ocurrié en al menos dos
eventos independientes, uno en Africa y otro en Asia. Cada evento dio lugar a linajes con
caracteristicas adaptadas a las condiciones y necesidades locales de cada region.
Aunque estos eventos de domesticacién fueron independientes, hubo un flujo genético
entre las poblaciones domesticadas y silvestres en algunas areas, lo que contribuyo a
una mayor diversidad genética en los cultivares modernos. Ademas, los cultivares locales
de India y Africa tienden a agruparse con los melones silvestres de sus respectivas
regiones, lo que respalda la existencia de estos dos eventos de domesticacion. En Asia, la
domesticacion habria favorecido una amplia diversificacién, originando la mayoria de las
variedades de meldn conocidas actualmente. Por el contrario, la domesticacion en Africa
ha tenido un impacto mas limitado, con una menor diversificacion.

1.5 Genética del meldn

El meldn es una especie diploide (2x = 2n = 24) con 12 cromosomas y un genoma
pequefio de entre 454-502 Mb. En comparaciéon con otros miembros de la familia de las




cucurbitaceas, como sandiay pepino, el genoma del meldn es grande, pero es
considerablemente pequefio en comparacion con otras especies (Tabla 1).

Tabla 1. El tamafio del genoma de diferentes tipos de cultivos en comparacion con el melén
(Chikh-Rouhou et al., 2023).

Crop/Species Genome Size and Chromosome number Reference
Melon (Cucumis melo ) 450 Mb (x=12) Garcia-Mas et al. (2012)
Watermelom (Citrullus lanatus ) 425Mb (x=11) Guo etal. (2019, 2013)
Cucumber (Cucumis sativus ) 367Mb (x=7) Yano etal. (2020)
Tomato (Solanum lycopersicum ) 900 Mb (x=12) The Tomato Genome Consortium (2012)
Pepper (Capsicum annum ) 3480 Mb (x=12) Kimetal. (2014)
Wheat (Triticum aestivum ) 17,000 Mb (x=7) Brenchleyetal. (2012)

Los programas de mejora genética estan orientados principalmente al aumento en el
rendimiento del cultivo, resistencia a enfermedades, plagas y condiciones climaticas
adversas, y optimizar la calidad del producto en términos de sabor, texturay valor
nutricional. Para alcanzar dichos objetivos existen numerosas herramientas disponibles
como los mapas genéticos, que permiten identificar la ubicacién y secuencia de los
genes relacionados con caracteristicas especificas. La construccidon de mapas permite la
seleccidn asistida por marcadores para seleccionar plantas que posean los genes
deseados sin necesidad de esperar a que la caracteristica se exprese fisicamente,
acelerando el proceso de mejora (Hasan et al., 2021).

Los primeros mapas genéticos fueron abordados con el uso de marcadores moleculares
de tipo RFLPs (Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica), RAPDs (Amplificacién
aleatoria de ADN polimorfico) e isoenzimas, los cuales se asociaron con algunos rasgos
morfolégicos y de resistencia a patdgenos. A pesar de este progreso, la escasez de
marcadores precisos y accesibles limitaba los analisis genéticos. El uso de marcadores
mas avanzados, como SSRs (Secuencias simples repetidas), SNPs (Polimorfismo de
nucledtido unico) e INDELs (Inserciones y deleciones), permitié aumentar
significativamente el nUmero de mapas debido a su alta resolucidn, precision y facilidad
de deteccién (Hasan et al., 2021).

El mapa genético generado por Diaz et al. (2011) es uno de los mapas de referencia mas
completo cubriendo 1,150 cM e incluyendo 1,592 marcadores (640 SSRs, 330 SNPs, 252
AFLPs, 239 RFLPs, 89 RAPDs, 15 IMAs, 16 INDELs y 11 caracteres morfolégicos). La
utilidad de este mapa se ha podido comprobar tras su uso en el en mapeo de caracteres
cuantitativos (QTLs), andlisis de sintenia y seleccién asistida por marcadores (MAS).

El avance de técnicas de secuenciacion, como Next-Generation Sequencing (NGS) y GBS
(Genotyping by sequencing), ha permitido la creacion de mapas genéticos altamente
detallados y densos en diversas especies. Estas tecnologias posibilitan el anélisis masivo
de marcadores, como los SNPs, en regiones especificas del genoma, aportando un mayor
conocimiento sobre la variabilidad genéticay la arquitectura de caracteres complejos.
Ademas, la gran cantidad de datos de secuencias de ADN generados permite identificar
variaciones gendmicas, impulsando los estudios de asociacién del genoma completo
(GWAS) y la deteccion de QTLs, sin limitaciones en la disponibilidad de marcadores (Phan
& Sim, 2017).




Actualmente, para la mayoria de las cucurbitaceas existen genomas de referencia. En el
caso de C. melo, se empled una linea homocigdtica doble-haploide (DHL92), derivada del
cruce entre la accesiéon coreana Pl 161375y la linea de Piel de sapo PS, ensamblando 375
Mb (alrededor del 83,3% del genoma estimado del meldn) y prediciendo 27,427 genes
para constituir la version v3.6.1 (Garcia-Mas et al., 2012). Seis afios después esta version
fue actualizada por la v4.0, que identifica 29,980 genes y mejora los modelos de genes en
términos de descripcion de estructura de genes, definicion de regiones UTR o uniones
intron-exdn (Ruggieri et al., 2018).

1.6 Genética de la forma del fruto

La forma del fruto es un caracter agrondmico de gran interés tanto para los agricultores
como para los consumidores, ya que afecta no solo en el valor comercial del producto,
sino también en aspectos relacionados con su transporte, almacenamientoy
procesamiento. EL meldn, que exhibe una notable diversidad en la forma de sus frutos,
ofrece un modelo valioso para estudiar la base genética de la morfologia del fruto. La gran
variabilidad de formas de los frutos de meldn, incluyendo formas esféricas, elipsoides o
extremadamente alargadas, indica una compleja regulacién genética que involucra
multiples lociy genes, hecho comprobado en numerosos estudios (Dogimont.,2011,
Monforte et al., 2014, Pan et al., 2020).

La forma final de fruto estd altamente correlacionada con la forma del ovario, habiéndose
identificado numerosos genes implicados en la forma del fruto que actian en etapas
tempranas del desarrollo, indicando que esta forma se determina pre-antesis (Périn et
al., 2002). Eduardo et al. (2007) describieron que la dimensién que mayor correlacién
tiene con la forma del fruto es la longitud siendo el efecto del diametro menos relevante,
por lo que se propone el crecimiento longitudinal como el factor principalen la
morfologia final. Ademas, el sexo de la flor juega un papel fundamentalen la
determinacion de la forma del fruto. En el meldn, este proceso esta regulado por los
genes andromonoecious (a) y gynoecious (g), cuya interaccion genera diferentes tipos
sexuales. Los individuos monoicos (A-G-) y andromonoicos (aaG-) tienen flores
masculinas en el tallo principaly, respectivamente, flores femeninas o hermafroditas en
las ramas axilares (Figura 5), mientras que los individuos ginoicos (AAgg) y hermafroditas
(aagg) solo tienen flores femeninas y hermafroditas, respectivamente (Boualem et al.,
2008).




Figura 5. Tipos de flores de meldn monoico, y andromonoico respectivamente. Las flores
masculinas son idénticas en todos los tipos de meldn. ov, ovario; sg, estigma; y st, estambre
(Boualem et al., 2008).

Los patrones de expresion sexual en las cucurbitaceas pueden ser influenciados por
hormonas como el etileno y por factores ambientales. En particular, el gen CmACS-7 esta
implicado en la biosintesis de etileno en las primeras etapas del desarrollo de las flores
pistiladasy es el responsable de expresidon sexual de la flor femenina. La enzima
codificada por este gen es esencial en su forma activa para el desarrollo de flores
femeninas en lineas monoicas, mientras que una reduccion en la actividad enzimatica da
lugar a flores hermafroditas en lineas andromonoicas. Este hecho se asocia con una
menor produccion de etileno en las flores femeninas, dando lugar a la formacién de
frutos menos redondos (Martos-Fuentes et al., 2017).

Por otro lado, el locus p (pentamerous) controla el nUmero de carpelos, lo que influye en
la forma del fruto. Asi, los frutos con cinco carpelos presentan una forma casi esférica
mientras que los frutos con tres carpelos presentan una forma mas alargada (Périn et al.,
2002). Posteriormente, Wang et al. (2022), identificaron el gen CmCLV3 como
responsable en la variacion del niumero de carpelos del fruto.

En estudios relacionados con la forma de fruto, se identificaron 58 QTLs implicados en
este caracter. Estos QTLs se localizaron principalmente en los cromosomas 1,2, 8, 11y
12 definiendo 5 Meta-QTLs (Monforte et al., 2014). Por ejemplo , Diaz et al. (2014) en un
cruce entre la variedad espanola Piel de Sapo (PS) y la accesién india P1124112 (CALC),
identificaron QTLs asociados a caracteristicas morfolégicas del fruto, validando
especificamente el QTL fsgs8.7 en una linea de introgresion desarrollada en el fondo
genético de Piel de Sapo. Esta linea con la introgresion en la region del QTL da frutos
redondos en lugar de los tipicamente ovalados. Ademas, se mapearon otros 10 QTLs:
cinco relacionados con la longitud del fruto (fl), dos con el didametro (fq) y tres con el
tamano (fs). Entre ellos, fsqs72.1 influye en la forma al reducir el diametro, mientras que
flgs2.1yfsqgs2.1 alargan el fruto incrementando su longitud.




Posteriormente, se han ido identificando nuevos QTLs como fs.4y fl.4, en una linea de
introgresion del meldn variedad Dudaim (DUD) en el cultivar Piel de Sapo, que presenté
una reduccién significativa del indice de forma del fruto (FSI) en un 30,9% y de su longitud
en un 38,8% (Castro et al., 2019). Asimismo, Santo Domingo et al. (2022) describieron
fsqv6.1y flgv6.1, localizados en el cromosoma 6, tras el cruce entre las variedades
Vedrantis (VED) y Piel de Sapo. Estos QTLs son responsables de una forma mas redonda
del fruto. Por otro lado, el QTL flgw5. 7 ubicado en el cromosoma 5, disminuye la longitud
y el area del fruto.

1.7 Genes controlando la forma del fruto

Se han realizado numerosos estudios en C. melo para identificar los genes responsables
de controlar la forma del fruto en cucurbitaceas. Sin embargo, estos genes aun no han
sido completamente descritos (Kesh & Kaushik, 2021). En el caso del tomate,
ampliamente estudiado como planta modelo y con una notable diversidad en la forma de
sus frutos al igual que el meldn, se han identificado genes asociados a QTLs relacionados
con esta caracteristica (Sierra-Orozco et al., 2021). De esta forma, en los estudios de
(Monforte et al., 2014), se propuso que la variacion en la forma del fruto entre diferentes
especies podria estar controlada por genes pertenecientes a la misma familia. Analizaron
las familias de genes de QTLs relacionados con la morfologia del fruto del tomate en el
genoma del melén. Identificaron 24 miembros de la familia SUN (CmSUN), 5 de YABBY
(CmYABBY), 21 de OFP (CmOFP), 9 de CNR (CmCNR), 10 de WOX (CmWOX)y 5 de
KLUH/CYP78A (CmCYP78A). Estos genes se distribuyeron en los cromosomas del melén,
variando entre tan solo cuatro en los cromosomas 1, 2y 9 hasta un maximo de doce en
los cromosomas 6y 8. Los genes SUN codifican una proteina del dominio /Q, la cual es
responsable de la elongacion del fruto (Rodriguez et al., 2011). Por otro lado, WOX influye
en el tamano del meristemo y en el numero de léculos del fruto (Muros et al., 2011),
mientras que CNR regula el tamafio de los drganos y la planta mediante la cantidad de
células (Guo & Simmons, 2011). El gen KLUH interviene en la division celular, afectando
tanto la masa del fruto como la de las semillas (Chakrabarti et al., 2013). En cuanto a
OFP, su funcion esta relacionada con la disposicién de los microtibulos dentro de las
células (B.Zhang et al., 2023).

Recientemente, Martinez-Martinez et al. (2022) identificaron a CmOFP13 como el gen
responsable del QTL fsgs8.7 mediante un mapeo de alta resolucién y analisis funcional.
Este gen, miembro de la familia OFP, es homélogo a AtOFP1 en Arabidopsis thaliana'y
SIOFP20 en tomate, genes que estan asociados con el control de la forma de érganos
vegetales al regular la elongacién celular longitudinal desde etapas tempranas del
desarrollo del ovario. Ademas, ambos inducen el acortamiento de érganos en sus
respectivas especies (Wu et al., 2018). El efecto de CmOFP13 en la morfologia del ovario
y del fruto se atribuye a cambios en los patrones de expresién genética. Esto podria estar
influenciado por variaciones estructurales, como las mediadas por actividad de
transposones en regiones gendmicas circundantes, y posiblemente por la orientacién de
los microtubulos que promueven la elongacion celular (X. Zhang et al., 2020). Estas
modificaciones explican las diferencias fenotipicas entre la linea de introgresion CALC8-
1, que produce frutos mas redondeados en comparacioén con la variedad Piel de Sapo,
que desarrolla frutos alargados, observadas en el trabajo de Martinez-Martinez et al.
(2022) (Figura 6).
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Figura 6. Secciones de parafina de ovarios representativos de los genotipos PSy CALC8-1 durante
elinicio del primordio del ovulo.

1.8 Justificacion y antecedentes

El presente trabajo se encuadra dentro de los trabajos de analisis de la morfologia del
fruto de meldn llevados a cabo por el grupo “Gendmica en Mejora Vegetal” del Instituto
de biologia moleculary celular de plantas (IBMCP).

Este trabajo parte de material vegetal obtenido en el estudio de Campos et al. (2023), en
el que desarrollaron una coleccion de 30 lineas de introgresion (ILs) a partir de la
accesion silvestre Ames 24297 (TRI) en el fondo genético Piel de Sapo (PS). Aunque esta
accesion inicialmente ha sido clasificada como Cucumis trigonus, (Parthasarathy et al.,
1980) confirmaron que en realidad pertenece a la misma especie que la variedad PS,
siendo Cucumis melo.

El esquema de cruzamiento para obtener las ILs y el genotipo grafico de la coleccion de
30 lineas de introgresiéon TRI se muestran en las Figuras 7 y 8, respectivamente.
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Figura 7. Esquema para el desarrollo de la poblacidn de lineas de introgresion (IL) TRI con el fondo

genético PS. Se indica el numero de generaciones de retrocruzamiento (BC) y autofecundacion (S),

junto con la plataforma de genotipado empleada para la seleccidn asistida por marcadores (MAS)
para obtener la coleccién de 30 ILs (Campos et al., 2023).
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Figura 8. Genotipo grafico de la coleccion de 30 lineas de introgresion (IL) TRI. Cada fila representa
unalL, y las 12 columnas representan los cromosomas del melon. En amarillo, la region
introgresada TRI, sobre fondo genético Piel de Sapo en verde (Campos et al., 2023). Las lineas
relevantes para este estudio se destacan dentro del recuadro rojo.

Campos et al. (2023) estudiaron diferentes caracteres cuantitativos, algunos
relacionados con la domesticacion, entre los que se encuentra la forma de fruto. Este
caracter se puede cuantificar a partir de los parametros indice de forma del fruto (FSI),
diametro (D) y longitud (L). Se identificé en el cromosoma 1 un QTL implicado en la forma
de fruto en la linea TRIO1-2 . En esta linea, la presencia de alelos del parental TRI produjo
frutos significativamente mas redondos en comparacion con los frutos de PS, de fenotipo
ovalado, incluso mas que TRI01-1 en donde también se observaron diferencias
significativas respecto a PS (Figura 9).

11



60 Fruit Shape (Fruit Length/Fruit Diameter)

e
o ©
—
.
—
=

-30

-40
5 32 8 8 £ £ 8 8 38 & &8 ¢ & 2 s 8 8 28 £ £ &=
= = = 4 = = = = o = = = « 4 3 = = = 4 = 2 &
= v v = = = o . - = = = = = . - - v - - . .

Figura 9. Variacion en la forma del fruto en las lineas de introgresion (ILs) TRI. Los nombres de las
ILs se muestran en la parte inferior, y las barras representan la diferencia porcentual en el valor
promedio de cada IL con respecto al progenitor recurrente, Piel de Sapo (PS). Las barras
coloreadas indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) entre la ILy PS segun la
prueba de Dunnett. El color de los recuadros que separan las barras sefiala el cromosoma dénde
se localiza la introgresion. De izquierda a derecha, se incluyen los cromosomas 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,
10,11y 12 (Campos et al., 2023).

En TRIO1-2, la introgresion abarca una region extensa de 26,448,808 pb, que coincide

parcialmente con las regiones introgresadas en TRIO1-1 y TRIO1-3 (Figura 10). Por esta
razén, se busca acotar la region, con el objetivo de identificar el locus implicado en la
forma del fruto.

TRIOL-1 D s

TRIO-2 [
TROL3 -

26,448,808 pb

Figura 10. Genotipo grafico donde se muestran las lineas de introgresiéon TRI01-1, TRI0O1-2 y TRIO1-
3. En amarillo, region de introgresién del alelo TRI, en verde, alelo PS, y en celeste, presencia de
ambos alelos, heterocigoto (H).
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1.9 Planteamiento de objetivos

El objetivo principal de la tesis de master es la caracterizacion de un QTL localizado en el
cromosoma 1 e implicado en la forma de fruto en melén.

Teniendo en cuenta los resultados de los trabajos previos mencionados en el punto
anterior se han planteado los siguientes objetivos:

- Mapeo fino de laregidon de la IL TRIO1-2 donde se ha detectado el QTL para FSI localizado
en elcromosoma 1.

- Determinar los momentos de desarrollo claves para la morfologia del fruto de la IL
TRIO1-2, y de Piel de Sapo mediante un ensayo de desarrollo de fruto.
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2. Material y Métodos

2.1 Efecto del QTL durante el desarrollo del fruto

2.1.1 Material vegetal

El material vegetal de partida empleado en este estudio esta formado por:
-PS: Variedad Piel de Sapo recurrente.

-TRIO1-2: IL con introgresién de 26 Mb del cromosoma 1 de Trigonus en fondo genético
Piel de Sapo (Figura 11).

PS TRIO1-2

|
. i
PR |

Figura 11. Imagen de fruto representativo de la variedad Piel de Sapo y de la ILTRI01-2
respectivamente.

2.1.2 Desinfeccion de semillas y siembra

Antes de la germinacion y posterior siembra, las semillas pasaron por un proceso de
desinfeccidn. Las semillas se sumergieron en una solucion de NazPO, al 10% de
concentracion (100 g/l) manteniéndolas durante 3 horas en agitacién. Transcurrido este
tiempo se eliminaron los restos de la soluciéon con agua destilada y se mantuvieron en
una solucién con lejia comercial (40g de cloruro activo/l) diluida al 30% por 1 hora en
agitacion. Se eliminaron los restos de lejia con agua destilada y se dejaron secar las
semillas al menos durante 24 horas. Por ultimo, con las semillas completamente secas
se realizé un tratamiento de choque térmico a 80°C durante 24 horas para completar el
proceso de desinfeccién.

Una vez desinfectadas, las semillas se abrieron ligeramente por la punta para facilitar la
germinaciény se colocaron 10-12 semillas en una placa Petri entre dos papeles de filtro
autoclavados y sobre un algodén para retener la humedad. Los papelesy el algodén se
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humectaron ligeramente y se incubaron en oscuridad a 37°C de 2 a 4 dias hasta su
germinacion. Las semillas germinadas se sembraron en bandejas de alveolos que
contenian una mezcla de tierray perlita y se irrigaron con solucion nutritiva. Las plantulas
de meldn se mantuvieron en fitotron en unas condiciones de cultivo de 23°C durante el
dia, y a 20°C durante la noche, y fueron expuestas a 16 horas de luzy 8 de oscuridad
hasta su trasplante a invernadero.

2.1.3 Analisis Parentales

2.1.3.1 Verificacion de efectos del QTL

Tras realizar el procedimiento anterior, y una vez que alcanzaron el tamafo adecuado, las
plantas de la linea TRI01-2, y de la variedad Piel de Sapo fueron trasplantadas en los
invernaderos del Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea La Mayora
(Malaga), con objeto de verificar las diferencias fenotipicas en la forma final del fruto
entre ambos parentales.

Los frutos se recolectaron entre los 45-55 dias tras la polinizacion. Una vez recogidos, se
pesarony se cortaron longitudinalmente para medir la longitud (L) y el diametro (D). A
continuacion, se calculé el FSI como parametro de la forma del fruto, que es la relacién
entre longitud y diametro (Longitud/Diametro). Posteriormente, se calcularon las medias
de L, D,y FSI por parental, considerando todos los frutos de cada planta. Las medias de
las plantas TRI0O1-2 se compararon con las medias de las plantas PS, utilizadas como
control, mediante un test de Dunnett.

Asimismo, las medias de las plantas cultivados en La Mayora fueron comparadas con las
medias de la UPV, con el objetivo de evaluar la variacion genotipica y la estabilidad de los
efectos del QTL en ambas localizaciones.

2.1.3.2. Ensayo de desarrollo del fruto

Tras realizar el procedimiento del apartado 2.1.2, las plantas de la linea TRI01-2, y de la
variedad Piel de Sapo fueron trasplantadas en los invernaderos del COMAYV (Instituto
Universitario de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana) en la
Universidad Politécnica de Valencia (UPV), para conocer el momento clave en el que se
determina la forma definitiva del fruto.

Una vez trasplantadas, se podaron de manera que se dejaron dos ramas principales
(pies) por planta, y asi garantizar un fruto por cada pie o al menos un fruto por planta para
conseguir mayor precision y fiabilidad de los resultados. Las flores de cada linea se
polinizaron manualmente y se midio la longitud y didmetro del ovario con un pie de rey los
dias 0 (antesis, dia de polinizacioén), 3, 5, 8,10, 12,14, 17, 20, 25, 30, 35y 40 (Dias
posteriores a la antesis, DPA). Posteriormente, se calculd el indice de forma de fruto
(Fruit Shape Index, FSI) como la relacién entre la longitud y el diametro del fruto para cada
uno de los dias de medicién. Asimismo, se considero el porcentaje de variacion relativa
entre valores consecutivos (A (%)) para la longitud, didmetroy FSI, utilizando la siguiente
férmula:
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X1

Xo _
A(%)=2x—x100

Donde:
-X4 representa el valor inicial.

X representa el valor final.

Finalmente, las medias obtenidas por cada dia de medicién durante el ensayo de
desarrollo del fruto fueron representados graficamente utilizando Excel (Vargas &
Hurtado, 2015).

2.1.4 Analisis de datos

Las diferencias fenotipicas entre los parentales se estudiaron mediante un ANOVA de una
via. Ademas, con la finalidad de estudiar el efecto del ambiente, del genotipo, y la
interaccioén entre el genotipo y el ambiente (GxA) en la morfologia de los frutos, y la
estabilidad de los efectos del QTL en ambas localizaciones se empled una ANOVA de dos

vias, con el modelo:

Yiie = p + Gi + Ej+ GXAij* €ijk
Dénde:
- Yjik es el valor observado de la longitud, diametro y FSI.
- U es la media general de todas las observaciones.
- Gjes el efecto genotipico.
- Ej es el efecto del ambiente.
- GXAj es la interacion entre el efecto del genotipo y el ambiente.

- €jjik es el error aleatorio asociado a la observacion.

2.2 Mapeo fino del QTL
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2.2.1 Material vegetal

Para la verificacion del efecto en la forma del fruto del QTL localizado en el cromosoma 1
y el mapeo fino de la regidon donde se situa el QTL se desarrollaron dos poblaciones F,
derivadas del cruce entre TRI0O1-2y PS que fueron analizadas en dos localizaciones
diferentes, siguiendo el protocolo de desinfeccién y siembra especificado en el apartado
2.1.2.

En los invernaderos de la UPV (Valencia) se analizé una poblacién F,, con cédigo 24M16.
Ademas, en el Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea La Mayora
(Malaga), se trasplantaron 200 semillas F», con cédigo 24M19.

En ambas localidades se sembraron los parentales de la poblacién F, (Piel de Sapoy
TRIO1-2) para utilizarlos como controles de la forma del fruto. Adicionalmente, en La
Mayora se incluy¢ la linea TRIO1-1, que contiene una introgresidon de 9 Mbp del
cromosoma 1 de Trigonus en el fondo genético de Piel de Sapo (Figura 12), utilizandola
también como control junto con los parentales anteriormente mencionados.

TRIO1-1 PS TRIO1-2

Figura 12. Comparacion de frutos representativos de la IL TRIO1-1, la variedad Piel de Sapo, y la IL
TRIO1-2 respectivamente.

2.2.2 Seleccion de recombinantes

2.2.2.1 Extraccion de ADN y cuantificacion

La extraccion de DNA se realizé a partir de hoja nueva o cotiledén de las plantulas
sembradas, siguiendo el protocolo de Doyle. (1991) con modificaciones para placas de
96 tubos. Previamente a la extraccion, se precalenté a 65°C 400 ul/muestra de tampén
CTAB (2% CTAB, NaCl 1,4 M, EDTA 20mM (pH 8), Tris 100 mM (pH 8)). Las muestras fueron
introducidas en tiras de 8 tubos de 1,1 mljunto con 2 bolas de acero inoxidable. A
continuacion, fueron congeladas en nitrégeno liquido para ser molidas en QIAGEN
Tissuelyser a 24 rpm durante 14 segundos. Mas tarde, se anadié al CTAB justo antes de su
uso B-mercaptoetanol al 0,2 %y se repartio a las muestras para evitar la degradacion del
ADN. Estas muestras se incubaron a 65°C por 40 minutos para que actue el CTAB con el
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ADN y se produzca la lisis de membranas celulares y nucleares. Durante este proceso,
las muestras se agitaron repetidamente en un vortex para asegurar que el CTAB
interactuara de manera homogénea con el ADN. Seguidamente, se afiadi6 400 ul de
cloroformo alcohol isoamilico (24:1), se mezclé mediante inversion y se sometid a
centrifugacion a 3300 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras este
proceso, las muestras se separaron en dos fases, transfiriéndose la fase acuosa superior
a tubos nuevos. Se afnadieron 500 ul de isopropanol (almacenado a -20°C) a cada una de
las muestras, se mezcld mediante inversidny se incubaron de 1 a 24 horas a -20°C para
la precipitacion de ADN. Pasado este tiempo, se centrifugaron a 3300 rpm durante 20
minuto. El liquido sobrenadante se eliminé por inversiény se agregaron 400 pl de
Washing buffer (Etanol al 76% v/v, Acetato de amonio 10 mM), se agitd con vortex hasta
despegar el pellet y se centrifugé nuevamente a 3300 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante se desecho por inversidony se dejaron secar los tubos durante 10 minutos
paraterminar de evaporar el etanol. ELADN se resuspendié con 30 uylde TE (10 mM, EDTA
1 mM) con 0,2 ul de RNAsa a 10 mg/ml por muestra, incubandose para finalizar a 37°C
durante 1 hora en agitacion.

La calidad y concentracion de DNA se comprobd mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% empleando tampdn TAE 1x (Tris 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM,
pH 8,1) y tefiido con bromuro de etidio a una concentracién de 0,5 yg/ml. Para las
muestras, se mezclaron 2 ul del ADN extraido con 2,5 ylde tampdn de carga 6xy 6 plde
agua Mili-Q. Las muestras se cargaron en los pocillos del gel junto con cantidades
conocidas (25 ng, 50 ng y 100 ng) de ADN Lambda como referencia. La electroforesis fue
realizada a 90 V durante 40 minutos. Las bandas se visualizaron con un transiluminador
de luz ultravioleta (Figura 13), infiriendo la concentracion de DNA de las muestras a partir
de las concentraciones conocidas de lambda. Finalmente, el ADN se diluy6 a 1 ng/ul en
un volumen final de 50 pl.

ADN A Muestras

25 50 100

Figura 13. Imagen de varias muestras de ADN a través de la luz ultravioleta en el transiluminador
junto con las muestras de ADN Lambda patron(25 ng, 50 ngy 100 ng) para la cuantificacion.

2.2.2.2 Marcadores flanqueantes

A partir de las secuencias de Piel de (PS) y Trigonus (TRI), se identificaron SNPs en la
region de introgresion del cromosoma 1. Para la seleccion de recombinantes se
emplearon SNPs que abarcaban desde el inicio de la regién de introgresién comun entre
TRIO1-2y TRIO1-1, debido a que ambas lineas mostraron frutos significativamente mas
redondos que PS, hasta el inicio de la region comun entre TRIO1-2 y TRIO1-3, ya que esta
ultima linea no presentd diferencias significativas en la forma del fruto respecto a PS. De
esta forma, se eligieron como marcadores flanqueantes Chr1_3336808 y Chr1_15072547,
ubicados en las posiciones 3,336,808y 15,072,547, respectivamente, cubriendo una
region de aproximadamente 12 Mb (Figura 14).
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Figura 14. Regidon de introgresién propuesta para la saturacién con marcadores moleculares
destinada a la seleccidon de recombinantes. Se muestra en amarillo la regién de introgresién de
Trigonus (TRI) sobre fondo genético Piel de Sapo (PS), en verde. Se indican las posiciones en pares
de bases (pb) de los marcadores seleccionados como flanqueantes, que abarcan desde la region
compartida entre TRIO1-2y TRIO1-1 hasta elinicio de la region comun entre TRIO1-2y TRIO1-3.

2.2.2.3 Diseno de cebadores

Una vez seleccionados los marcadores flanqueantes, se disefiaron los cebadores para
realizar el genotipado por la técnica PACE®, basada en una discriminacién alelo-
especifica para el anélisis de SNPs ,inserciones o deleciones (Shavrukov, 2023).

Para ello se disefiaron 3 oligonucleétidos: dos forwards y un reverse. El cebador forward
consistia en 16-22 nucleodtidos junto con el SNP, siendo este SNP el ultimo nucledtido de
la secuencia del cebadory distinto entre los dos oligos.

Forward 1: GAAGGTGACCAAGTTCATGCTXXXXXXXXXXXXXXXXX 1

Forward 2: GAAGGTCGGAGTCAACG GATTXKKKKO0X0NNK2

Nucleétido variable correspondiente al SNP [1/I]

La diferencia, es la variante del SNP que tiene cada uno de los Forward. Por ultimo, el
reverse es la secuencia reversa complementaria de la secuencia situada justo después
del SNP (a una distancia de 1-4 nucleétidos preferentemente) y con una longitud de 28-30
nucledtidos. Es Unico para la reaccién, no hay mas de un reverse.

2.2.2.4 Genotipado
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El genotipado se realizé con la técnica de PCR PACE (PCR Allele Competitive Extension) a
través de un sistema Applied Biosystem 7500 Fast, disponible en el servicio de
secuenciacion del IBMCP. El mix de PCR fue de 10 pl por muestra, compuesto de 5 ulde
PACE® 2.0 Genotyping Master mix, 2 ul de ADN diluido a una concentracién de 1 ng/ul,
0,138 pl de la mezcla de cebadores y 2,862 pl de agua destilada Mili-Q. La amplificacion
se dividi6 en tres fases (Figura 15), comenzando con una inactivacion enzimatica a 94°C
por 15 minutos, después la segunda etapa fue una desnaturalizacion a 94°C por 20
segundos, luego la hibridacién y extensién que inicia a 65°C y desciende hasta 57°C
durante 60 segundos (a ritmo de 0,8°C por ciclo) respectivamente durante 10 ciclos. La
ultima etapa fue una ultima desnaturalizacion a 94°C durante 20 segundos, luego de
nuevo hibridaciony extension a 57°C durante 60 segundos nuevamente durante 30
ciclos. Los resultados se analizaron en Thermo fisherTM cloud (Figura 16).

Reaction Volume | 10.0 pl | Heated Cover Temperature | 105.0 | °C
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Figura 15. Esquema de las fases de amplificacién utilizando la técnica PACE.
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Figura 16. Ejemplo de grafica generada por Thermo Fisher™ Cloud. Los individuos homocigotos
para cada alelo se representan en azuly rojo, mientras que los heterocigotos, que presentan
ambos alelos, se muestran en verde.

2.2.2.5 Fenotipado

Las plantulas recombinantes seleccionadas fueron trasplantadas en la primavera de
2024 alinvernadero del COMAV en la Universidad Politécnica de Valencia. Las flores
fueron embolsadas en pre-antesis para prevenir polinizacién cruzaday se
autofecundaron. Los frutos se recolectaron entre los 45-55 dias de la polinizaciéon. Una
vez recogidos, se pesarony se cortaron longitudinalmente para medir la longitud y el
diametro. A continuacion, se calculo el FSI como parametro de la forma del fruto, que es
la relacion entre longitud y diametro (Longitud/Diametro). Ademas, fueron fotografiados
para la posterior caracterizacién, y se evaludé el numero de carpelos presentesy la
dehiscencia de estos. Finalmente, se guardaron las semillas para futuros ensayos.

En el caso del ensayo en La Mayora, se utilizaron polinizadores para asegurar el cuajado
del fruto. Los frutos se recogieron cuando alcanzaron el estado de madurezy se
fenotiparon tal como se indica anteriormente.

2.2.2.6 Saturacion de la region con nuevos marcadores

Los nuevos marcadores fueron disefiados como se especifica en el apartado 2.2.2.3.
Estos se seleccionaron distribuidos a razén de 1Mb a lo largo de la regién de introgresion
elegida para la seleccién de recombinantes. Ademas, se seleccionaron los marcadores
Chr1_17002553y Chr1_17913491 posteriores a esta regién, disefiando un total de 18
marcadores nuevos. De estos, Chr1_14603738, Chr1_14956485y Chrl_16000882 fueron
descartados por no ser polimoérficos.

Las secuencias de los marcadores seleccionados para este estudio se muestran en el
Anexo 1.

Todas las plantas cultivadas en el invernadero del COMAV de la UPV, fueron sometidas a
genotipado. Sin embargo, en el ensayo realizado en La Mayora, se utilizé la estrategia de
Selective Genotyping (Darvasi & Soller, 1992), seleccionando aquellas plantas que
mostraron los fenotipos mas extremos en cuanto a la forma del fruto (mas redondosy
alargados) para su genotipado y analisis posterior.

2.2.2.7 Mapa fisico y genético.

El mapa fisico se generd a partir de la posicion en el genoma v4.0 de referencia de los
nueve marcadores empleados en la UPV, y se dibujé con la herramienta MapChart
(Voorrips, 2002)

El mapa genético se realizo a partir de los datos de genotipado de las plantas F,
seleccionadas de La Mayora con ICImapping v4.2 (Meng et al., 2015), empleando la
funcion de Kosambi y fue dibujado también con MapChart.
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2.2.3 Analisis de datos

Los estadisticos basicos (medias, desviacion estandar, distribucidn) para los parentalesy
la poblacién F, fueron calculados para los datos fenotipicos con el programa JMP 12.1
(Jones & Sall, 2011).

Por otro lado, para estudiar la asociacion entre los marcadores y los caracteres
fenotipicos se realizé un ANOVA de una via.

El analisis de QTL se realiz6 mediante mapeo por intervalos compuestos (Composite
Interval Mapping) utilizando el programa Q Gene v4.4 (Nelson, 1997). Se realizé una
prueba de permutaciones 5000 veces con un nivel de significancia de p <0.05, para
establecer el umbral a partir del cual se consideraron significativos los QTL. ELLOD score
y el efecto aditivo fueron calculados también por el mismo programa.
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3. Resultados

3.1 Evaluacion de los efectos del QTL en la forma y desarrollo
del fruto

3.1.1 Verificacion de los efectos del QTL en la forma final del fruto

El analisis ANOVA, realizado con datos de 10 plantas de la linea TRIO1-2y 10 plantas de la
variedad Piel de Sapo, mostré diferencias significativas entre ambos parentales para los
tres caracteres medidos, longitud, diametro y FSI al momento de la cosecha (Tabla 2).
Entre estos, la longitud y el FSI presentaron diferencias altamente significativas. Ademas,
el analisis estadistico se complementdé con la prueba de Dunnett, donde también se
observaron diferencias significativas entre PSy TRI01-2

Los resultados muestran que PS presenta un promedio de longitud (16.86 cm), diametro
(13.63 cm) y FSI (1.24) significativamente mayor que TRI01-2, que mostrd valores
promedio de 13.01 cm, 12.26 cmy 1.06, respectivamente

Tabla 2. Medias y desviaciones estandar de los genotipos para longitud, diametroy FSI. Los
valores con p < 0.05, considerados significativos segin la ANOVAY el test de Dunnett, se resaltan

en rojo.
Variable Genotipo Media(cm) P-valorANOVA P-valorDunnett

PS 16.86+1.02

<0.0001 5.E-06
TRIO1-2 13.01+1.51
PS 13.63+0.71

D 0,0014 0.001
TRIO1-2 12.26+0.85
PS 1.24+0.05

FSI <0.0001 4.E-06

TRIO1-2 1.06+0.07

3.1.2 Efectos del QTL durante el desarrollo del fruto

Las 15 plantas de la variedad Piel de Sapo y las 15 de la linea TRI01-2 fueron
trasplantadas al invernadero del COMAYV para estudiar los momentos clave en el
desarrollo del fruto en ambos parentales para las tres variables de estudio.

La longitud del fruto aumento rapidamente entre 5y 10 dias posteriores a la antesis (DPA)
en la variedad Piel de Sapo (PS) (Figura 17A), observandose un pico de crecimiento entre
8y 10 DPA, periodo en el que se duplicé su longitud (Figura 17B). A partir de 10 DPA, el
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crecimiento se ralentizay se estabiliza alrededor de 35 DPA. Por otro lado, la linea TRIO1-
2 muestra un patrén de crecimiento similar al de PS, con un pico entre los 8y 10 DPA,
debido alincremento del 62%. Posteriormente, el crecimiento se ralentizay se estabiliza
cerca de 25 DPA. Entre genotipos no se observan diferencias visibles en 0 DPA (antesis,
dia de polinizacion), sin embargo, a partir de 10 DPA comienzan a aparecer diferencias
visibles entre ambos.

En cuanto al diametro, la tendencia de la grafica es similar a la de longitud. PS
experimenta un rapido aumento entre 5y 10 DPA (Figura 17C), observandose un pico
entre 8y 10 DPA, periodo en el que se duplica su didmetro (Figura 17D). A partir de 30
DPA el crecimiento se ralentiza y se estabiliza. Por otro lado, TRIO1-2 muestra un
crecimiento similar al de PS los mismos dias, observandose un pico de crecimiento entre
8y 10 DPA, debido al incremento del 74% del diametro. A partir de 25 DPA el crecimiento
se ralentiza y se estabiliza. Entre genotipos no se observan diferencias visibles en 0 DPA.
No obstante, a partir de 14 DPA comienzan a aparecer ligeras diferencias visibles entre
ambos.
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Figura 17. Graficos de longitud (A) ,diametro (C), y de la variacidon de sus valores (B), (D)
respectivamente a lo largo de los 40 dias para TRIO1-2 y PS. Los valores de longitud y didametro
estan expresados en milimetros (mm).

Elindice de forma del fruto (FSI) es el parametro que mejor caracteriza la morfologia del
fruto. Durante los primeros DPA, el FSI de PSy TRI01-2 va disminuyendo gradualmente,
alcanzando su punto mas bajo alrededor de 25y 20 DPA respectivamente (Figura 18A),
momento en el que empieza a estabilizarse su valor (Figura 18B). Entre genotipos se
observan diferencias visibles desde 0 DPA en adelante.
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Figura 18. Graficos del indice de forma del fruto (FSI) (A), y de la variacion de sus valores (B) a lo
largo de los 40 dias para TRIO1-2y PS.

3.1.3 Estabilidad de los efectos del QTL y variacion fenotipica entre
localizaciones

El analisis ANOVA mostré que el efecto del genotipo fue significativo para la longitud,
diametroy FSI. Por otro lado, no se observaron diferencias significativas ni en el efecto
ambiental ni en la interaccién Genotipo-Ambiente (GxA) entre localizaciones (Tabla 3).

Tabla 3. p-valor del ANOVA de dos vias realizado para evaluar los efectos genotipicos,
ambientalesy la interaccidon entre ambos (GxA) sobre L, D, FSI en PSy TRI01-2. Los valores de p <
0.05 se consideran significativos y se resaltan en rojo.

Efecto L D FSI
Genotipo <0.0001 0.0323 <0.0001
Ambiente 0.5052 0.6485 0.0642

Interaccion GxA 0.5162 0.3398 0.6074

Los valores de longitud fueron consistentemente mayores en PS, independientemente de
la localizacién, y esta variable fue la que mostré las mayores diferencias entre genotipos
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en ambas localizaciones. En cuanto al diametro, las diferencias entre PSy TRI01-2 fueron
minimas en la UPV, mientras que en La Mayora se evidenciaron mayores diferencias entre
genotipos. Por ultimo, los valores de FSI fueron superiores en PS, independientemente de
la localizacién. (Figura 19).
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Figura 19. Graficos de la interaccién Genotipo-Ambiente de los tres caracteres: L, Dy FSI,
para PS (rojo) y TRIO1-2 (verde) en ambas localidades, UPVy La Mayora.

De esta forma, el estudio demuestra que las diferencias observadas en la longitud,
diametroy FSl se deben al genotipo, y no al ambiente, ni a la interaccidon entre ambos,
confirmando la estabilidad del efecto del QTL a pesar de la localizacién.

3.2 Mapeo fino

3.2.1 Analisis de poblaciones F;

Para las 250 plantas F, cultivadas en la UPV, se calculé el porcentaje de germinacién (N°
semillas sembradas/ n° plantulas germinadas):

228/250=0.91, equivalente al 91%.

Tras el genotipado con los marcadores flanqueantes (Chr1_3336808 y Chr1_15072547) se
obtuvieron un total de 64 recombinantes. A su vez, se calculd la frecuencia de
recombinacioén, FR (N° recombinantes/ gametos totales):

FR=64/456= 0.140= 14 cM, equivalente al 14%.

Ademas, considerando que los 64 recombinantes se detectaron en una region de 12 Mb,
se estimo la distancia promedio entre eventos de recombinacién (Longitud de la region/
n° recombinantes):

12 Mb /64 =0.1875 Mb, equivalente a un evento de recombinacién cada 0.19 Mb.

Por ultimo, se calculd la relacidon entre la distancia fisica y genética (Longitud de la regién
/ FR):
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12Mb /14 cM=0.85Mb/cM.

De las 64 plantas recombinantes, se fenotiparon los frutos de 50 plantas, descontando
las muertas y las que no dieron frutos. Finalmente, el analisis se realizé con los datos de
41 de estas, descontando las plantas que presentaban frutos con bajo peso, o no
desarrollados adecuadamente.

Por otro lado, en la poblacion F, de La Mayora, tras fenotipar los frutos de las 200 plantas,
se seleccionaron 88 de ellas, cuyos frutos presentaban los fenotipos mas extremos en
cuanto a la forma del fruto, para su posterior genotipado.

3.2.2 Distribucion fenotipica F:

Se realizd la distribucion de las variables longitud, diametro y FSI, tanto de las plantas
recombinantes seleccionadas en la UPV, como de la poblacion F, de La Mayora. Las
distribuciones fueron compararon con los valores promedio de estas mismas variables
para TRI0O1-2y PS (Tabla 4). En el caso de La Mayora, también se incluyeron los valores
promedio de la linea TRIO1-1.

Tabla 4. Medias y desviaciones estandar de PS, TRIO1-2 y de los recombinantes F, cultivados en la
UPV, asi como, en el caso de La Mayora, de la poblacion F; para longitud, diametro y FSI. En esta
ultima localizacion también se incluy6 el analisis de la linea TRIO1-1.

Localizacion Genotipo L (cm) D (cm) FSI
Fo 14.93+1.81 13.32+0.20 1.12=0.09
UPV PS 16.16+1.91 13.41+0.60 1.21+0.05
TRIO1-2  13.00+1.61 12.87+0.38 1.01+0.06
Fo 16.36+2.00 13.70+1.04 1.19%0.10
La Mayora PS 16.86+0.75 13.63+0.71 1.24=0.05
TRI0O1-1  15.04+1.32 12.87+1.11 1.17+0.05
TRIO1-2  13.01+£0.72 12.26+0.85 1.06+0.07

Para las 42 plantas recombinantes seleccionadas en la UPV (Figura 20A), los valores de
longitud de los recombinantes seleccionados mostraron una distribuciéon normal, con
una mayor frecuencia de individuos entre 14-15 cm, donde también se sitla la media de
la poblacidn F,. Esta media se encuentra entre los valores de ambos parentales, siendo
un 15% superior al de TRIO1-2 y un 8% inferior al de PS.

Para el diametro, los valores presentan una distribuciéon normal con un ligero
desplazamiento hacia la derecha, con una mayor frecuencia de individuos entre 12-13 cm
, dénde se sitla la media de TRI01-2. La media de la poblacién F, se encuentra entre las
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medias de ambos parentales, encontrandose mas cerca de PS, siendo un 0,7 menor que

este ultimo, y un 3% mayor que TRIO1-2.

Respecto el FSI, la distribucién normal presenta un desplazamiento hacia la derecha,
similar al observado para el diametro, lo que indica que una mayor proporcion de la
poblacién F, presenta frutos mas redondos que PS. La frecuencia maxima se encuentra

en el intervalo de 1.05-1.1. La media de la F, se situa entre los valores de ambos

parentales, siendo un 11% superior a TRIO1-2y un 7% inferior a PS.
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Figura 20. Representacion grafica de la distribucién de la longitud, didmetro, y FSI de las plantas
recombinantes F, en la Universidad Politécnica de Valencia (A) , como de La Mayora (B). En esta
ultima localizacion también se incluy¢ el analisis de la linea TRIO1-1. Las graficas muestran el
numero de plantas dentro de cada rango de medida. Los valores medios de longitud, diametroy
FSI para los genotipos PS, F,y TRI0O1-2 estan indicados en las distribuciones correspondientes.

El andlisis de correlacion (Figura 21A) muestra una relacién lineal positiva y altamente

significativa entre la longitud y el diametro, asi como entre la longitud y FSI. Sin embargo,
la relacidn entre el diametro y FSI, aunque también linealy positiva, no es significativa, lo
que sugiere que FSI estd menos influenciado por el diametro en comparacion con la

longitud.
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Figura 21. Relacidn lineal entre longitud y diametro, longitud y FSI, y diametroy FSl en la UPV (A) y
La Mayora (B). Los ajustes significativos, determinados mediante ANOVA con p<0.05, se
destacan en rojo. Asimismo, se presentan los coeficientes de determinacion (R?) correspondientes
para cadarelacion.

En el caso de las 200 plantas F, de la Mayora (Figura 20B), los resultados para la longitud
muestran una distribucién normal con un ligero desplazamiento hacia la derecha, con
una mayor frecuencia de individuos entre 15-16 cm, donde se encuentra la media de
TRIO1-1. La media de la F, es mayor que las ILs TRIO1-1 y TRIO1-2, sin embargo, menor que
la de PS. Siendo la media de la F; un 9% mayor que TRIO1-1, un 26% mayor que TRIO1-2,y
un 3% mas pequena que PS.

Los valores de diametro de las plantas seleccionadas presentan una distribucién normal,
con una mayor frecuencia de individuos con 13.5-14 cm, dénde se encuentra la media de
la F, como de PS. La media de la F, es mayor que las ILs TRIO1-1y TRIO1-2, pero
practicamente igual a la de PS. Siendo la media de la F, un 6% mayor que TRI0O1-1, un 12%
mayor que TRI01-2, y sélo un 0,5% mayor que la media de PS.

Respecto el FSI, la distribucién muestra una distribucidon normal con desplazamiento
ligeramente hacia la derecha, y presenta mayor frecuencia de individuos en el intervalo
1.15-1.2, dénde también se encuentra la media para TRI0O1-1y PS. La mediade laF, es
mayor que las de ambas ILs, pero menor que la de PS. Siendo la media de la F, un 12%
mayor que TRI01-2, un 1.7% mayor que TRIO1-1, y un 4% menor que PS.

El analisis de correlacién (Figura 21B) muestra una relacidn lineal positiva y altamente
significativa entre la longitud y el didametro, como entre la longitud y FSI. La relacién entre
eldidametroy FSI, aunque también lineal, positiva y significativa, es significativamente
mas débil que las anteriores. Esto sugiere que FSI se encuentra principalmente
influenciado por la longitud en comparacién con el diametro.
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3.2.3 Efecto del numero de carpelos en la morfologia de fruto

El efecto del nimero de carpelos mostro diferencias significativas tanto en la longitud del
fruto como en su diametro (Figura 22), de tal forma que, los frutos con 4 carpelos
presentan una media de longitud y diametro mayor que los frutos que presentan 3
carpelos. Este efecto sin embargo no afecto a la forma final del fruto y no se observaron
diferencias significativas en FSl en base al numero de carpelos.
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Figura 22. Graficos que muestran la variacién de la longitud (L), didmetro (D) y FSI en funcién del
numero de carpelos presentes en las plantas recombinantes F, seleccionadas de la UPV. Se
incluyen las medias y desviaciones estandar de estas variables para los frutos con 3y 4 carpelos.
Los valores de p < 0.05 se consideran significativos y se resaltan en rojo.

3.2.4 Mapa genético y fisico

Las plantas recombinantes de la poblacion F, cultivada en la UPV fueron genotipadas
utilizando marcadores disefiados para saturar la regidon de introgresién de TRIO1-2. El
genotipo de las plantas F, se presenta en el Anexo 2, mientras que en el Anexo 4 se
detalla la posicion de los marcadores dentro de la regidon de introgresion. Los resultados
revelaron una baja frecuencia de recombinacion entre la mayoria de los marcadores, con
la excepcion del intervalo Chr1_14443328-Chr1_15072547, donde se detecté una mayor
recombinacion.

El mapa genético se construyé a partir de las distancias genéticas entre los cinco
marcadores utilizados en el genotipado de la poblacion F, de La Mayora (Anexo 3),
calculadas con el programa QTL IciMapping (Meng et al., 2015). EL mapa final mostré una
distancia total de 24.2 cM (Figura 23). La poblacién F, de La Mayora se utilizé como
referencia para el mapa, ya que no habia sido seleccionada por recombinacién entre
marcadores, a diferencia de la poblacién F, de la UPV, cuyo empleo podria generar
distorsiones en el mapa genético.

El mapa fisico (Figura 23) se construyé con las posiciones de los marcadores en el
genoma de referencia v4.0 seleccionados para el ensayo en la Universidad Politécnica de
Valenciay presenté una distancia total de 14.6 Mb.
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Mapa genético (cM) Mapa fisico (Mb)

0.0 Chr1_14443328 0.0 —— Chr1_3336808
12 Chri1_14777711
8.6 Chr1_11948434
9,6 Chr1_12899448
10,2 Chr1_13501585
11,4 ~] |- Chr1_14443328
11,4 Chr1_14777711
19.4 Chr1_15072547 11,7 =T~ Chr1_15072547
13,7 Chr1_17002553
23,6 —||— Chr1_17002553
242 —— Chr1_17913491 14,6 —J— Chr1_17913491

Figura 23. Representacion combinada del mapa genético y fisico, indicando las distancias
genéticas (cM)y fisicas (Mb) respectivamente. El mapa genético fue elaborado a partir de los datos
de genotipado de la poblacién F, cultivada en La Mayora, mientras que el mapa fisico se determiné

con las posiciones de los marcadores en el genoma de referencia v4.0 seleccionados para el
ensayo en la UPV.

La relacion entre el nimero de recombinaciones y la distancia fisica oscil6 entre los
intervalos de los marcadores (Tabla 5). El niumero de plantas recombinantes entre
intervalos varié entre 0 en el tercer (Chr1_12899448-Chr1_13501585) y cuarto
(Chr1_13501585-Chr1_14443328) intervalo hasta 43 en el sexto intervalo
(Chr1_14777711-Chr1_15072547). El alto numero de recombinaciones observado en este
ultimo intervalo se asocia con una relacién kb/ndmero de recombinaciones relativamente
baja.

Tabla 5. Distancia fisica (pb) entre los marcadores seleccionados en la UPV, el nUmero de plantas
recombinantes identificadas entre dichos marcadores y la relacion de Kb por cM en cada intervalo
entre dos marcadores consecutivos.

Intervalo N° recombinantes Distancia fisica (pb) Ratio kb/n°® recombinantes
Chr1_3336808-Chr1 11948434 4 8,611,626 2,153
Chr1_11948434-Chr1 12899448 1 951,014 951
Chr1_12899448-Chr1_13501585 - 602,137
Chr1_13501585-Chr1_14443328 - 941,743
Chr1_14443328-Chr1 14777711 3 334,383 111
Chr1_14777711-Chr1_15072547 43 294,836 7
Chr1_15072547-Chr1_17002553 5 1,930,006 386
Chr1_17002553-Chr1_17913491 2 910,938 455
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La relacién entre las distancias genéticas y fisicas vari6 entre los intervalos de los
marcadores (Tabla 6). La distancia genética entre marcadores vario entre 0.60 cM en el
cuarto intervalo (Chr1_17002553- Chr1_17913491), hasta 18.20 cM en el segundo
intervalo (Chr1_14777711-Chr1_15072547), debido a una alta frecuencia de eventos de
recombinacion ocurridos en esta region, presentando un ratio kb/cM mas bajo en
comparacion con los otros intervalos. La distancia genética puede estar relacionada con
la distancia fisica, sin embargo, en la tabla se observa como los valores oscilan,
indicando que podria estar ocurriendo algun fendmeno en la region.

Tabla 6. Distancia genética (cM) y distancia fisica (pb) entre los marcadores seleccionados en La
Mayora, y la relacion de Kb por cada cM en un intervalo de dos marcadores consecutivos.

Intervalo Distancia genética (cM) Distanciafisica (pb) Ratio kb/cM
Chr1_14443328-Chr1 14777711 1.20 334,383 279
Chr1_14777711-Chr1_15072547 18.20 294,836 16
Chr1_15072547-Chr1_17002553 4.20 1,930,006 460
Chr1_17002553-Chr1_17913491 0.60 910,938 1,518

En ambas poblaciones F,, el patrén de recombinacidn es consistente. Se observa una
baja o nula recombinacién en los intervalos anteriores a Chr1_14777711, mientras que en
elintervalo Chr1_14777711-Chr1_15072547, se identifican un alto niumero de
recombinantes, lo que indica la presencia de un hotspot de recombinacion. A partir de
Chr1_15072547, la proporcion de recombinantes vuelve a reducirse.

3.2.5 Asociacion de los marcadores y la forma de fruto

En el ensayo de la Universidad Politécnica de Valencia, ninguno de los distintos
marcadores tuvo un impacto significativo sobre el indice de forma del fruto (FSI) (Tabla 7).
No obstante, el marcador Chr1_14777711 presenté la media mas baja de FSI cuando el
alelo TRl estaba presente (1.04).

Tabla 7. Resumen de las medias del valor de FSI por alelo de los marcadores utilizados en la
Universidad Politécnica de Valencia. Los valores de p < 0.05 se consideran significativos.
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Marcador Alelo FSI P-valor

H 1.11+0.09
Chr1_3336808 PS 1.14+0.09 0,2061
TRI 1.07
H 1.11+0.10
Chr1.11948434 PS 1.13+0.09 0,4034
TRI 1.07
H 1.09 +0.06
Chr1_12899448 PS 1.14+0.10 0,1653
TRI 1.07
H 1.09+0.06
Chr1_13501585 PS 1.15+0.10 0,1223
TRI 1.07
H 1.09+0.06
Chr1_14443328 PS 1.15+0.10 0,1223
TRI 1.07
H 1.09 +0.06
Chr1_14777711 PS 1.15+0.10 0,1158
TRI 1.04
H 1.13+0.08
Chr1_15072547 PS 1.17+0.14 0,1572
TRI 1.08 = 0.06
H 1.12+0.08
Chr1_17002553 PS 1.20+0.14 0,1456
TRI 1.09 = 0.06
H 1.13+0.09
Chr1_17913491 PS 1.18 +0.15 0,1867
TRI 1.09 £ 0.06

Por otro lado, en el ensayo realizado en La Mayora, todos los marcadores mostraron un
impacto significativo sobre el FSI (Tabla 8). Entre ellos, los marcadores Chr1_14443328,
Chr1_14777711y Chr1_17913491 presentaron valores altamente significativos. Ademas,
Chr1_14443328 y Chr1_14777711 mostraron los valores mas altos de F ratio, y se
asociaron con las medias mas bajas de FSI cuando el alelo TRI estaba presente (1.05y
1.04, respectivamente).

Tabla 8. Resumen de las medias del valor de FSI por alelo de los marcadores utilizados en La
Mayora. Los valores de p < 0.05, considerados significativos, se destacan en rojo. También se
muestra el F-ratio asociado a cada valor p.

Marcador Alelo FSI P-valor F ratio
H 1.14+0.11

Chr1_14443328 PS 1.30£0.11 <0,0001 29.4809
TRI 1.05+0.04
H 1.14+0.10

Chr1.14777711 PS 1.300.11 <0,0001 30.0086
TRI 1.04+0.03
H 1.18+0-14

Chr1_15072547 PS 1.29+0.08 0,0035 6.0405
TRI 1.15%0.12
H 1.17+0.12

Chr1.17002553 PS 1.31x0.12 0,0005 8.4666
TRI 1.15+0.12
H 1.15+0.12

Chr1_17913491 PS 1.31£0.11 <0,0001 11.4870
TRI 1.16+0.13
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3.2.6 Analisis de QTL

El analisis de QTLs con el programa QGene, identifico un QTL asociado al indice de forma
del fruto (FSI) con un LOD score de 9.74 (Tabla 9), valor que supera ampliamente el
umbral de LOD calculado por el test de permutacion (1.83) (Figura 24). Este LOD score
alto indica una fuerte asociacion entre las diferencias en la forma del fruto observadas 'y
la region gendmica analizada, sugiriendo la presencia de uno o mas genes responsables
de la variacion en el FSI. Ademas, se detecté un segundo valor de LOD score de 5.87,
asociado a la longitud del fruto, respaldando la relacion entre la longitud y la forma del
fruto. En contraste, el analisis del diametro no reveld una asociacion significativa, ya que
su LOD score fue de 0.26, insuficiente para superar el umbral de significancia,
descartandose la presencia de un QTL para este rasgo.

Tabla 9. Datos de QGene que muestran el LOD score y el efecto aditivo de las variable FSI, y
longitud, en el intervalo Chr1_1443328-Chr1_14777713.

Variable Intervalo LOD score Efecto aditivo
L Chr1_14443328-Chr1_14777713 5.87 2.02
D Chr1.14443328-Chr1_14777714 0.26 0.18
FSI Chr1_14443328-Chr1_14777713 9.74 0.13

La region genémica asociada al FSI se encuentra entre los marcadores Chr1_14443328y
Chr1_14777711, que también presentaron los valores de F ratio mas altos para el FSI
(29.48'y 30.01, respectivamente) (Figura 24). Esto indica que dichos marcadores estan
mas fuertemente asociados con el caracter de forma del fruto en comparacién con otros
marcadores analizados.

Dentro del intervalo que presenté el valor de LOD score significativo, el efecto aditivo es
positivo tanto para el FSI como para la longitud (Tabla 9), siendo el efecto de este ultimo
de mayor magnitud. Esto sugiere que la presencia del alelo PS incrementa el caracter
longitud del fruto. Por su parte el FSly el diametro no muestran un aumento pronunciado
por la presencia del alelo PS.
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Figura 24. Representacion de los cinco marcadores seleccionados en La Mayora en los mapas
fisico (en Mb) y genético (en cM), junto con el F ratio de FSI y el LOD score asociado a las variables
de longitud (L), diametro (D) y FSI. Adicionalmente, una representacion de dénde se piensa que
esta el QTL, en amarillo, zona de introgresion TRI01-2, en azul oscuro, zona probable de QTL. El
umbral de LOD se representa como la linea negra continua.
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4. Discusion

4.1 Efectos del QTL durante el desarrollo del fruto

Este estudio tuvo como objetivo determinar los momentos de desarrollo claves para la
morfologia del fruto de la linea de introgresion TRIO1-2, y de la variedad Piel de Sapo (PS).
Segun (Zhao et al. 2024), en Cucumis sativus (del mismo género que Cucumis melo), el
crecimiento del fruto se divide en tres fases : divisidon celular (menos de 4 dias después de
la antesis), expansion exponencial (alcanzando su maximo a los 8 dias después de la
antesis), y el crecimiento post-expansion (mas de 12 dias después de la antesis).

En el ensayo de desarrollo se observd que ambos parentales muestran un patréon de
crecimiento similar entre si. Presentan una rapida elongacién tanto longitudinal como
transversal entre 5y 10 DPA. El maximo crecimiento para ambas variables se alcanzé
entre 8y 10 DPA, similar a C. sativus. Durante este periodo, PS duplica su longitud,
marcando su predominio a lo largo del ensayo frente a TRI01-2, que solo incrementa su
valor en un 62%. De manera similar, PS también duplica su diametro en este intervalo,
mientras que TRIO1-2 solo lo incrementa en un 74%. Sin embargo, aunque las diferencias
en la longitud entre ambos parentales fueron llamativas, las discrepancias en el diametro
resultaron poco destacables a lo largo del ensayo. Otra diferencia clave en los momentos
de desarrollo entre ambos parentales reside en el tiempo de estabilizacion del
crecimiento. En Piel de Sapo (PS), la estabilizacién ocurre en 35, 30y 25 DPA para la
longitud, el diametro y el indice de forma del fruto (FSI), respectivamente. En contraste,
TRIO1-2 alcanza sus valores finales en 25, 25y 20. Estos resultados indican que PS
presenta una estabilizacién mas tardia en todas las variables asociadas a la forma del
fruto en comparacion con TRIO1-2. La presencia del QTL podria estar relacionada con
este fendmeno, participando en la regulacidon génica que interviene en la sintesis de
hormonas involucradas en la maduracién de los frutos.

En cuanto al indice de la forma del fruto (FSI), PS mostré valores mas altos que TRIO1-2 a
lo largo del ensayo en la UPV, comenzando con valores iniciales de 2.22y 1.82,
respectivamente, y alcanzando valores en el dia 40 de 1.25y 1.05 (Figura 18A). Este
hecho también se refleja, en la cosecha de los frutos del ensayo ubicado en La Mayora
(Tabla 2), donde se observan diferencias significativas para los tres parametros de
estudio entre parentales, siendo altamente significativas para la longitud y FSI. Estos
resultados sugieren, como se concluye en Eduardo et al. (2007), que la forma final del
fruto esta bastante correlacionada con la longitud del fruto, lo que implica que el
crecimiento longitudinal es el principal factor determinante de la forma.

Ademas, se puede concluir que las diferencias entre parentales, y por lo tanto la forma
final del fruto debe fijarse en etapas anteriores a la antesis, como se expone en el estudio
de Périn et al., (2002), debido a que desde antesis (0 DPA), ambos parentales presentan
diferencias entre sus valores de FSI. Martinez-Martinez et al. (2022), observaron que las
diferencias en la forma de fruto, debidas al gen CmOFP13, entre la variedad PSy la linea
casi isogénica CALC8-1 se establecen durante pre-antesis, en el inicio del primordio del
6vulo, momento en el que comienzan a formarse las estructuras que originaran los
6vulos dentro del ovario. Por su parte, en el estudio de Boualem et al. (2022), se observa
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que el gen CmACS7, responsable de la produccion de etileno, juega un papel clave en la
determinacion de la forma del fruto, actuando después de la determinacion sexualy
antes de la antesis. Este gen se expresa en la etapa 8 del desarrollo floral, y su ARNm se
acumula en las células centrales del ovario. La expresion de CmACS7 favorece la
elongacién celular en el carpelo, al mismo tiempo que inhibe los genes que promueven la
division celular, lo que da lugar a frutos alargados. Esta funcion se ha confirmado en
mutantes como rf7, donde la supresién de CmACS7 provoca frutos mas redondos.

Para determinar con mayor precision el momento concreto cuando se determina la forma
en la linea TRI01-2 se deberian realizar futuros estudios del desarrollo del ovario en pre-
antesis. Asimismo, se propone analizar la expresion génica en los puntos clave del
desarrollo para identificar los genes involucrados en la determinacidn de la forma final
del fruto.

4.2 Mapeo fino

Se construyd un mapa genético con 5 SNPs distribuidos en el extremo derecho de la
introgresion, region dénde se encontré una mayor presencia de recombinacion. Elmapa
presentd una longitud de 24.2 cM (Figura 23), y entre intervalos se encontraron
variaciones entre la distancia genética y fisica.

En la Tabla 5 se observa que los intervalos Chr1_3336808-Chr1_14777711,y
Chr1_15072547 -Chr1_17913491, presentan una baja frecuencia de plantas
recombinantes. Sin embargo, en la region comprendida entre ambas, es decir, en el
intervalo Chr1_14777711-Chr1_15072547, se detectd una elevada distancia genética
(Tabla 6), lo que sugiere la presencia de un posible hotspot de recombinacion. En este
intervalo se registro una distancia genética de 18.20 cM, la mas alta de todos los
intervalos, asociada con un bajo ratio kb/cM. En contraste, en los demas intervalos, las
distancias genéticas fueron considerablemente més bajas. Por ejemplo, en el intervalo
chr1_17002553-chr1_17913491, se encontrd una distancia de apenas 0.6 cM, a pesar de
que los marcadores estan separados por 910,938 pb, lo que refleja un bajo porcentaje de
recombinacién en esa region y esta relacionado con un alto ratio kb/cM. Para estudiar si
la frecuencia de recombinacion se mantiene constante entre intervalos, analizamos el
ratio Kb/cM. La distancia genética en principio debe estar asociada a la distancia fisica,
ya que, a mayor distancia fisica, mayor probabilidad de que se produzcan eventos de
recombinacion. Sin embargo, en la Tabla 6 se observa que la relacion Kb/cM varia a lo
largo de los intervalos, lo que indica que la generacién de los quiasmas que intercambian
el material genético entre cromatidas no es homogénea en esta region. La variacién de
frecuencia de recombinacion a lo largo del genoma estd bien documentada en otras
especies (Stapley et al., 2017), alguno de los fendmenos descritos pudiera provocar estos
cambios.

La presencia de un hotspot de recombinacién entre los marcadores Chr1_14777711y
Chr1_15072547 se confirma en el estudio de Argyris et al. (2015), donde se reporta
recombinacién en la regién comprendida entre las posiciones 15y 17 Mb en el
cromosoma 1 de C.melo (Figura 25). En contraste, las regiones adyacentes presentan
ausencia de recombinacién, tal como ocurre en los intervalos Chr1_3336808-
Chr1_14777711y Chr1_15072547-Chr1_17913491 de este estudio. Estas zonas de baja
recombinacidn coinciden con ubicaciones propuestas para los centrémeros y con
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regiones heterocromaticas asociadas al rDNA 45Sy 5S, las cuales estan relacionadas
con la supresion de la recombinacién. Estas observaciones podrian explicar las
diferencias observadas entre las distancias genética y fisica en los distintos intervalos
analizados. Asimismo, los resultados obtenidos en el presente estudio permiten
completar la Figura 25, mediante una aproximacion de la relacion entre la distancia
genéticay la distancia fisica en elintervalo de 12 a 13 Mb. De esta manera, se destacan
en verde las posiciones 11,948,434, 12,899,448y 13,501,585 pb, donde se observa una
frecuencia de recombinacion escasa o nula.

Mapa genético (cM) Mapa fisico (Mb)

0,0 =3 Chr1_14443328 ————————— 0,0 —— Chr1_14443328 :(1)3 ] PMl
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Figura 25. Relacién entre las distancias y fisicas genéticas de los 5 SNPs empleados en el estudio
de La Mayora con el trabajo de Argyris et al. (2015). En la grafica de la derecha se muestra la
relacion entre las distancias genéticas (eje y izquierda), fisicas (eje x) y la frecuencia de
recombinacion (eje y derecha) en la pseudomolécula PMI de melén. Para cada marcador SNP
(circulo rojo relleno) en el mapa genético se trazo la distancia genética en centimorgans (cM)
segun su posicion fisica en megabases (Mb) en la pseudomolécula (PM). Adicionalmente, se
muestra la tasa de recombinacién mediante una linea continua. Un intervalo fisico coincidente
entre ambos estudios se destaca mediante un circulo, mientras que la flecha naranja sefiala una
region especifica caracterizada por una alta distancia genética y una elevada tasa de
recombinacién. Por otro lado, los circulos verdes rellenos destacan una aproximacion a las
distancias genéticas de los marcadores Chr1_11948434, Chr1_12899448 y Chr1_13501585,
ubicados en las posiciones fisicas 11,948,434; 12,899,448; y 13,501,585 pb en este estudio, donde
se registra una frecuencia de recombinacién baja o nula.

Por otro lado, la asociacién de los marcadores con la forma del fruto mostré diferencias
significativas entre las medias por alelo en La Mayora (Tabla 8), mientras que en la UPV
no se observaron diferencias significativas (Tabla 7). Estas discrepancias entre
localizaciones podrian estar relacionadas con el tamafio muestral, ya que en La Mayora
se analizaron el doble de plantas F, que en la Universidad Politécnica de Valencia. En
ambas localizaciones, el marcador asociado a las medias mas bajas para el alelo TRI fue
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Chr1_14777713; ademas, en La Mayora también destacé el marcador Chr1_14443328. Al
analizar el F ratio (Figura 24), los mismos marcadores presentaron los valores mas altos,
reforzando los resultados del analisis previo. Adicionalmente, el analisis del QTLs revelo
la presencia de un QTL asociado al FSl alrededor del marcador Chr1_14443328, con un
valor de LOD score de 9,74. Este resultado se complementa con un LOD score de 5,87
para la longitud del fruto, lo cual es consistente, ya que ambos parametros estan
relacionados, como se ha demostrado en el estudio.

Para futuros estudios, se sugiere aumentar la densidad de marcadores a ambos lados de
la posicidn 14,443,328 pb, dado que su marcador asociado presento el LOD score mas
alto. Esto permitiria una localizacion mas precisa del QTL. Sin embargo, si el QTL se
encontrase en una region con ausencia de recombinacion, su identificacién podria ser
inviable. Por el contrario, si se ubicara dentro de la region hotspot de recombinacion,
seria posible delimitarlo con mayor precision.

4.3 Asociacion del numero de carpelos con la forma final del
fruto

En el estudio de Périn et al. (2002), los frutos con cinco carpelos presentaron una forma
casi esférica, a diferencia de los frutos con tres carpelos que presentaron una forma mas
alargada. En nuestro experimento se observa que el efecto del nimero de carpelos (3 0 4)
mostré diferencias significativas tanto en la longitud del fruto como en su diametro
(Figura 22), este efecto sin embargo no produjo diferencias significativas en la forma final
del fruto entre parentales. Con nuestro estudio no podemos asociar que con 4 carpelos
los frutos sean mas redondos que con 3 carpelos. Sin embargo, si se puede concluir que
los frutos con 4 carpelos presentan una longitud y didmetro significativamente mayor
que los frutos que presentan 3 carpelos, y por ende mas grandes que estos. Estos
resultados sugieren que, para generarse esas diferencias significativas en la forma, al
menos el fruto debe presentar 5 carpelos en comparacién con 3.
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5. Conclusiones

Los principales resultados obtenidos en esta tesis de master nos permiten establecer las
siguientes conclusiones:

1)

El efecto del QTL en la forma final del fruto ha sido verificado en la IL TRIO1-2. Esta
linea presentd en la cosecha un FSl significativamente menor que PS,
produciendo frutos mas redondos que esta variedad.

Las diferencias en la forma final del fruto entre los parentales ocurren en distintos
momentos segun cada variable: para la longitud, en 8 DPA; para el diametro, en
14 DPA; y para el FSI, desde antesis (0 DPA).

La forma del fruto se establece en la etapa de pre-antesis del desarrollo del
ovario.

La relacion lineal, positiva y significativa entre la longitud y FSI, pone de manifiesto
que la longitud, es el principal parametro que define la forma final del fruto.

Los frutos con 4 carpelos presentan una mayor longitud y diametro que los de 3
carpelos, y por ende un mayor tamano que estos. No obstante, la diferencia en el
numero de carpelos en este caso no influye en la forma del fruto.

La variacion en el ratio Kb/cM a lo largo de los intervalos se atribuye a la presencia
de un hotspot de recombinacion en elintervalo Chr1_14777711-Chr1_15072547,
el cual esta rodeado por intervalos de supresion de recombinaciéon asociados a
posibles regiones centromero.

El analisis del QTL indicé la presencia de un QTL asociado al FSl alrededor de la
posicién 14,443,328 pb. Aunque no se ha determinado la posicidn exacta, la
region inicial ha sido reducida, situando el QTL en el extremo superior de la region
de introgresion.
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Chr1_3336808 F1
Chr1_3336808 F2
Chr1_ 3336808 R

ANEXO

Nombre de la secuencia Secuencia

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCAACACGTAAAACCCCATTTCT
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTCCAACACGTAAAACCCCATTTCA
TTTGGCATCCAGTAGGTGAAATCAAAGAA

Chr1_4290073 F1
Chr1_4290073 F2
Chr1.4290073R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGCTACATCATACCGTGAGTTTGTA
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCTACATCATACCGTGAGTTTGTC
CTGCTAGGTCAACAAGTCAGTCGTA

Chr1_5468514 F1
Chr1_5468514 F2
Chr1 5468514 R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGAAGTAAAAGTAAACGATATAAATCACCTG

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTATGAAGTAAAAGTAAACGATATAAATCACCTA

CCTTTACGATCATTACATGACTCATCATTT

Chr1_6447595 F1
Chr1_6447595 F2
Chr1_6447595R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTAGACATTTGGGAGTGAAGTTTATGG
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTATTAGACATTTGGGAGTGAAGTTTATGT
CACCGATCTATAGAAATCCACAGTGATAT

Chr1_7416098 F1
Chr1_7416098 F2
Chr1_7416098 R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAGAGTAAAACATGATCCTTAGTCTTTCAT
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGAGTAAAACATGATCCTTAGTCTTTCAC
CAAACTGATGAAAAAACATCAGAGAAGCAT

Chr1.8167731F1
Chr1_8167731F2
Chr1 8167731R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTATGACATGGTTCCTGACCTATTGG
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGATGACATGGTTCCTGACCTATTGA
TGTAAGTCACTGCCTGGAGGAAGTA

Chr1.9087202 F1
Chr1_9087202 F2
Chr1.9087202R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCATTGTCACTTCCTTATCCTAAATTCC
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCATTGTCACTTCCTTATCCTAAATTCA
CGACTGATTTGACCTTGTCGTCCAA

Chr1.10180510 F1
Chr1.10180510 F2
Chr1_10180510R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGCATGATGGAACGGAGACATCA
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCATGATGGAACGGAGACATCG
GTCCGGGAAGATTAAAACATCCCCAT

Chr1.10856249 F1
Chr1_10856249 F2
Chr1_10856249 R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGTGGAGTCGCCGGAGC
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGTGGTGGAGTCGCCGGAGA
GAATGGGACTAGAATAATTGTGGTGGATA

Chr1_11948434 F1
Chr1.11948434 F2
Chr1_11948434R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAGTAGTGAACCAGCCCGACGAT
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGTAGTGAACCAGCCCGACGAC
AACTGTTGGCCAAAGCTCGACCAA

Chr1.12899448 F1
Chr1.12899448 F2
Chr1_12899448 R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGTAAAGAAATCAAAGAAAGTATCAAACTTAACA
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTAAAGAAATCAAAGAAAGTATCAAACTTAACG

GATGGCCTGATTTCCAAAGCCTCTT

Chr1_13501585 F1
Chr1_13501585 F2
Chr1_13501585 R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGTAATATTCGTGTCAGAGATCACAAGA
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTAATATTCGTGTCAGAGATCACAAGG
GCCTACAAATTTTCAAGCTCTCAAGTTCTT

Chr1_14443328 F1
Chr1_14443328 F2
Chr1_14443328 R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCAATCCAGTTTCCAGCATCCTCC
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTATCAATCCAGTTTCCAGCATCCTCT
GGGGGCCCAAACTGTGAACTCTT

Chr1_14603738 F1
Chr1_14603738 F2
Chr1_14603738 R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTATTCGTAACTGATATTAAACTTAAGTGTCA

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCGTAACTGATATTAAACTTAAGTGTCG
CACGCTATGCAGCCAACCCGAA

Chr1.14777711F1
Chr1_14777711F2
Chr1.14777711R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAAGCTTAGTCAATGTTTATCTATCAGATGA

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCTTAGTCAATGTTTATCTATCAGATGG
CTATGGCTATCATGCTTGGATAAATGATTT

Chr1_14956485 F1
Chr1_14956485 F2
Chr1_14956485 R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTCCAGAAGGAGACACGGTTCTA
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCAGAAGGAGACACGGTTCTG
TTTCTACAATCAAGGCAGTAACATCAATTT

Chr1_15072547 F1
Chr1_15072547 F2
Chr1_15072547 R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGAATGGCATTTACTTCAGGATACGAC
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTAGAATGGCATTTACTTCAGGATACGAT
GAAGAACATATTCTGCCCAAACCCATTT

Chr1._16000882 F1
Chr1._16000882 F2
Chr1_16000882 R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTATTTTGATTATTACCATCAATTGTTGAGGC
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTAAAATTTTGATTATTACCATCAATTGTTGAGGT

GCCCAACATATCAGTTGACGGTACAT

Chr1_17002553 F1
Chr1_17002553 F2
Chr1_17002553 R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGATGGGTGGAAGCATTTATAGCCTT
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTATGGGTGGAAGCATTTATAGCCTC
GCTCGCGTGTTTGTTACGTATCCTT

Chr1_17913491 F1
Chr1_17913491 F2
Chr1_17913491R

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCGGACATCGAGTGGATGAACAA
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCGGACATCGAGTGGATGAACAC
CAGGCTTGCATAGAGTGTCATTCTCAA

Anexo 1. Cebadores PACE disefiados, utilizados en la genotipificacion durante diferentes etapas
del ensayo en Valencia y La Mayora. En amarillo, marcadores no polimérficos entre parentales

(Chr1_14603738, Chr1_14956485y Chr1_16000882).
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Chr1.11948434 | Chr1_12899448 | Chr1_13501585 | Chr1_14443328 | Chr1_14777711 Chr1.17002553 | Chr1_17913491

M16-1
M16-2
M16-5
M16-7
M16-13
M16-14
M16-18
M16-26
M16-28
M16-32
M16-33
M16-36
M16-42
M16-47
M16-49
M16-50
M16-51
M16-54
M16-59
M16-61
M16-64
M16-67
M16-68
M16-84
M16-85
M16-96
M16-98
M16-101
M16-102
M16-104
M16-106
M16-107
M16-109
M16-111
M16-114
M16-121
M16-130
M16-137
M16-138
M16-145
M16-148
M16-149
M16-154
M16-186
M16-191
M16-196
M16-197
M16-207
M16-208
M16-211
M16-216
M16-223
M16-224
M16-226

Anexo 2. Genotipo de las plantas recombinantes F, cultivadas en la Universidad Politécnica de
Valencia. Los colores indican: morado para los marcadores flanqueantes a la region de
introgresion compartida entre TRIO1-2 y TRIO1-1 hasta el inicio de la region comun entre TRI01-2y
TRIO1-3, verde oscuro para el genotipo homocigoto PS, amarillo para el genotipo homocigoto
TRIO1-2, verde claro para la presencia de ambos alelos y blanco para los genotipos no
determinados.
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Chr1_14443328

Chr1_14777711 | Chr1_15072547

Chr1_17002553

Chr1_17913491

M19-2
M19-4
M19-6
M19-7
M19-12
M19-13
M19-14
M19-15
M19-16
M19-17
M19-19
M19-21
M19-30
M19-32
M19-42
M19-44
M19-45
M19-46
M19-53
M19-55
M19-56
M19-59
M19-61
M19-62
M19-63
M19-68
M19-71
M19-72
M19-76
M19-77
M19-79
M19-80
M19-85
M19-87
M19-88
M19-89
M19-90
M19-91
M19-93
M19-95
M19-96
M19-98
M19-101
M19-102
M19-104
M19-107
M19-108
M19-115
M19-116
M19-119
M19-120
M19-121
M19-125
M19-128
M19-129
M19-130
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M19-132
M19-136
M19-137
M19-139
M19-142
M19-143
M19-145
M19-147
M19-148
M19-149
M19-150
M19-151
M19-152
M19-158
M19-160
M19-166
M19-167
M19-170
M19-171
M19-176
M19-177
M19-181
M19-182
M19-183
M19-186
M19-187
M19-190
M19-191
M19-195
M19-196
M19-198
M19-199

Anexo 3. Genotipo de las plantas F; cultivadas en La Mayora. Los colores indican: verde oscuro
para el genotipo homocigoto PS, amarillo para el genotipo homocigoto TRI01-2, verde claro para la
presencia de ambos alelos y blanco para los genotipos no determinados.
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14,443,328
Physical 14,777,711
. TRIO1-1 | TRIO1-2 | TRIO1-3
position
15,114,395
1,844,724 15,232,805
2,074,304 15,330,312
2,233,836 16,052,859
2,390,898 16,162,407
2,643,765 17,002,553
2,761,521 17,913,491
2,781,342 18,113,656
2,881,083 18,708,299
3,206,729 19,800,067
19,896,981
19,986,608
2 543060 2005100
3,612,920 20,588,000
3,990,757 20,763,625
4,042,670 20,873,127
4,236,085 21,070,991
4,200,358 21,298,781
5,468,514 22,045,134
6.132,534 22,270,682
6.447 595 22,348,605
22,550,496
6,655,291 22,762,123
6,788,162 23,155,991
7,185,837 23,859,677
7,230,152 24,049,326
7,416,098 24,437,461
7,609,418 24,570,723
7,673,212 24,870,307
8,027,052 25,043,992
8,167,731 25,144,824
9,087,202 25,386,353
9,761,845 25,501,986
10,027,012 25,641,191
10,253,543 25,742,355
10,626,141 25,882,652
10,733,899 26,253,700
10,856,249 26,973,027
11,044,805 27,114,009
11,795,815 27,458,609
11,948,434 27,637,446
12,589,418 27,828,736
12,899,448 28,089,194
13,063,965 28,383,667
13,260,847 28,538,460
13,501,585 29,056,717
13,620,550 29,461,072

Anexo 4. Region de introgresion de TRI01-2 en comun con TRI01-1 (izquierda) y TRIO1-3 (derecha).

Los colores indican: En morado para los marcadores flanqueantes entre la regién de introgresion

compartida entre TRIO1-2 y TRIO1-1 hasta el inicio de la regién comun entre TRI01-2 y TRI01-3, azul

para los marcadores seleccionados para saturar la regién, verde oscuro para el alelo homocigoto
PS, y amarillo para el alelo homocigoto TRIO1-2.
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