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Resumen

El pepino dulce (Solanum muricatum Aiton) es un cultivo herbaceo de origen andino que se
propaga vegetativamente, y que es cultivado por sus frutos comestibles, jugosos y aromaticos.
Pertenece a la familia de las solandceas, estando ampliamente relacionado con otras especies
como el tomate y la patata. Su origen es incierto, siendo las especies silvestres de la serie
Caripensia las que mayormente han contribuido en la evolucidn del pepino dulce, y su cultivo
ha ido experimentando un creciente interés agronédmico y econdmico.

Este trabajo trata del analisis de la variabilidad intraespecifica, detectada entre distintos
cultivares de Solanum muricatum, y de la variabilidad interespecifica, entre Solanum
muricatum y especies silvestres relacionadas. Para ello, se llevd a cabo la caracterizacion
morfoldgica y molecular de una colecciéon de 27 accesiones (con 5 réplicas clonales de cada
una), 18 pertenecientes a la especie Solanum muricatum, 1 a Solanum tabanoense, 1 Solanum
basendopogon, 1 a Solanum trachycarpum, 1 Solanum catillifforum y 1 a Solanum
perlongystilum.

En la caracterizacion morfoldgica se emplearon 58 descriptores morfoldgicos, referentes a
caracteres cualitativos y cuantitativos de planta, flor y fruto. Esta evaluacién permitié detectar
la gran variabilidad existente, tanto a nivel intra como interespecifico. A grandes rasgos, se
observé que Solanum muricatum presentaba plantas de menor tamafio que sus especies
silvestres relacionadas, y unos frutos mds grandes, mas dulces y partenocdrpicos, los cuales
variaban en forma segun el cultivar, siendo los frutos de las especies silvestres mayormente
esféricos, muy dacidos y con mayor contenido en sélidos solubles. El analisis de componentes
principales (PCA) derivado de esta caracterizacidn morfolégica explicd un 51.64% de la
variacion morfoldgica entre las 3 primeras componentes, y puso de manifiesto que la mayor
parte de la variabilidad la explicaban los caracteres relacionados con el vigor y la produccion de
la planta y el color del fruto. Por otro lado, el diagrama de dispersién 2D generado a partir del
PCA separd las entradas pertenecientes a Solanum muricatum de las especies silvestres, y a su
vez separo las pertenecientes a Solanum caripense del resto de silvestres.

En lo que se refiere a la caracterizacion molecular, se analizaron 20 loci microsatélites
procedentes de tomate, 14 de los cuales amplificaron correctamente y presentaban
polimorfismos, resultando para cada locus un promedio de alelos de 4.07. En las entradas
pertenecientes a Solanum muricatum se encontré un alto grado de monomorfismo vy
homocigosis, resultantes del proceso de domesticacidn de la especie, aunque algunos de los
loci polimérficos mostraron la variabilidad intraespecifica existente. La variabilidad



interespecifica quedd patente por el alto grado de polimorfismo detectado entre los loci de
Solanum muricatum vy las distintas especies silvestres, siendo la heterocigosis frecuente en
estas Ultimas. El andlisis de coordenadas principales (PCoA) derivado de esta caracterizacion
molecular explicé un 63.24% de la variabilidad molecular total entre las 3 primeras
coordenadas, la primera de las cuales separd las entradas pertenecientes a Solanum
muricatum de las silvestres, y dentro de estas, a Solanum caripense del resto.

Las caracterizaciones morfoldgica y molecular llevadas a cabo en este trabajo han permitido
evidenciar la variabilidad intra e interespecifica existente, y esto puede constituir una potente
herramienta informativa en futuros proyectos de mejora del pepino dulce.

Palabras clave: Solanum muricatum, caracterizacién morfoldgica, caracterizacién molecular,
variabilidad intraespecifica, variabilidad interespecifica

Summary

The pepino (Solanum muricatum Aiton) is an herbaceous Andean domesticate vegetatively
propagated, and that is cultivated for its edible, aromatic and juicy fruits. It belongs to the
family of Solanaceae, being very related to other species such as tomato and potato. Its origin
is uncertain, being the wild species of the series Caripensia which mostly have contributed in
the evolution of the pepino, and its cultivation has been experiencing a growing agronomic
and economic interest.

This work deals with the intraspecific variability analysis, detected between different cultivars
of Solanum muricatum, and interspecific variability, between Solanum muricatum and related
wild species. To do this, was carried out the morphological and molecular characterization of a
collection of 27 accessions (with 5 clonal replicates of each one), 18 belonging to the species
Solanum muricatum, 1 to Solanum tabanoense, 1 to Solanum basendopogon, 1 to Solanum
trachycarpum, 1 to Solanum catilliflorum and 1 to Solanum perlongystilum.

In the morphological characterization were used 58 morphological descriptors, relating to
qualitative and quantitative characters of plant, flower and fruit. This assessment allowed to
detect the big variability, both intra- and interspecific level. In broad strokes, it was observed
that Solanum muricatum presented smaller plants than their related wild species, and bigger,
sweeter and parthenocarpic fruits, which varied in shape depending on the cultivar, being the
fruits of the wild species mostly spherical, very acidic and with more soluble solids content.
The principal components analysis (PCA) derived from this morphological characterization
explained a 51.64 per cent of the morphological variation between the first 3 components, and
showed that the greater part of the variability was explained by the characters related to the
vigour and the production of the plant and the fruit colour. On the other hand, the scatter 2D
diagram generated from the PCA separated the entries belonging to Solanum muricatum of
wild species, and in turn separated the Solanum caripense belonging to the rest of wild
species.

In regards to the molecular characterization, we analyzed 20 microsatellite loci from tomato,
14 of which were amplified and presented correctly polymorphisms, proving for each locus an
average of alleles of 4.07. In the entries belonging to Solanum muricatum found a high degree
of monomorphism and homocygosis, resulting from the process of domestication of the
species, although some of the polymorphic loci showed the existing intraspecific variability.



The interspecific variability was evident in the high degree of polymorphism detected between
the loci of Solanum muricatum and the different wild species, being heterozygosis frequent in
the latter. The analysis of principal coordinates (PCOA) derived from this molecular
characterisation explained a 63.24 % of the total molecular variability between the first 3
coordinates, the first of which separated the entries belonging to Solanum muricatum and
wild, and within these, Solanum caripense from the rest.

The morphological and molecular characterizations carried out in this work have allowed to
show the existing intra- and interspecific variability, and this can be a powerful informational
tool in future projects to improve the characteristics of pepino.

Key words: Solanum muricatum, morphological characterization, molecular characterization,
intraspecific variability, interspecific variability
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1. Introduccion




1. 1. EL PEPINO DULCE

El pepino dulce (Solanum muricatum Aiton) pertenece a la extensa familia de las solanaceas,
encuadrandose dentro de esta en el género Solanum, como otras especies cultivadas
importantes como son el tomate (S. lycopersicum), la patata (S. tuberosum) o la berenjena (S.
melongena). Dentro de este género, el pepino dulce se incluye en el subgénero Potatoe, en la
seccion Basartrhum, de la cual es la Unica especie cultivada, y a la serie Muricata,
constituyendo el Unico miembro de esta. Se trata de un cultivo originario y propio de la regién
andina.

Desde un punto de vista evolutivo, el pepino dulce estda ampliamente relacionado con el
tomate y la patata (Lester, 1991; Spooner et al., 1993), de forma que, en la taxonomia actual,
solo se diferencian por pequenas caracteristicas morfoldgicas. Ademas, son especies con muy
pocas diferencias desde el punto de vista filogenético, y se han llegado a obtener hibridos
somaticos entre pepino dulce y tomate, con floracion y cuajado de los frutos (Sakamoto y
Taguchi, 1991) (figura 1).

Figura 1. Frutos de tomate (TM), pepino dulce (PE) e hibrido somatico (SH) entre ambos (Sakamoto y
Taguchi, 1991).

El nombre cientifico acufiado al pepino dulce, Solanum muricatum, fue concedido por William
Aiton, del Real Jardin Botanico de Kew, Londres, en el afio 1789 (Aiton, 1789). No obstante,
anteriormente se le habia denominado /laurifolia (padre Feuillée, inicios del siglo XVIII)
(Schultes y Romero-Castafieda, 1962) por el parecido de alguno de los cultivares de berenjena,
y Solanum variegatum (Ruiz y Pavdn, a la expediciéon botanica que realizaron entre 1777 y
1788), en referencia al caracteristico veteado que presenta el fruto (Ruiz y Pavén, 1799)
(figura 2).

Figura 2. Veteado en el fruto de Solanum muricatum.



La descripcion citada por Aiton, de forma traducida, se muestra a continuacion: “Solanum de
tallo subinerme, subfruticoso y radicante, con turiones muricados y hojas oblongo-lanceoladas
integramente pubescentes” (figura 3). El nombre asignado por Aiton al pepino dulce,
muricatum, probablemente no se refiera a la presencia de espinas, sino a la apariencia que
presentan los tallos de pepino cuando existen condiciones de alta humedad (Nuez y Ruiz,
1996), desarrollando con facilidad raices adventicias, cuyo desarrollo inicial confiere un
aspecto engaioso al tallo.

Figura 3. llustracion de una planta, con flores y frutos de Solanum muricatum Aiton (National Research
Council, 1989)

1. 2. ETIMOLOGIA

Cuando los espanoles llegaron a las zonas donde se encontraba cultivado, el pepino dulce
recibia el nombre en lengua quechua de cachum, y en lengua aymara, cachuma. Los espafioles,
acostumbrados a designar a las platas desconocidas del Nuevo Mundo con términos de plantas
del Viejo Mundo, le dieron el nombre de pepino (en referencia a Cucumis sativus L.,
Cucurbitaceae). Actualmente, en castellano se emplea para su designio la palabra pepino
seguida de un modificador, que comunmente es dulce, para diferenciarlo de C. sativus y
reflejar su mayor sabor dulce. Existen, sin embargo, otros muchos modificadores, como
pueden ser pepino de fruta, morado, amarillo, blanco, de agua, mango, de la tierra y mas
(Nuez y Ruiz, 1996). No obstante, en muchas zonas andinas se hace referencia a él
simplemente como pepino, sin ningin modificador (Heiser, 1985; Nuez et al., 1993; Patifio,
1962). Otros nombres por los que se conoce en determinadas regiones son: peramelén
(Canarias), meldn pera y huevo de gato (Cuba); manguena (Costa Rica).

En inglés se le conoce como pepino, término adaptado directamente del espaiiol. También es
frecuente el nombre de melon pear. Otros nombres en inglés son pear melon, Peruvian pepino,
tree melon, sweet cucumber y mellowfruit. Algunos de los nombres asignados en otros idiomas
son: melon poire y poire-melon (francés); pepino doce (portugués); peermeloen (holandés);
Melonbirne (aleman); melonpaere (danés); xiang gua quie (chino); pepiino (japonés).



1. 3. ESPECIES RELACIONADAS Y ANCESTROS

Solanum muricatum constituye la Unica especie realmente cultivada de las 22 que forman la
seccion Basarthrum. No se conoce en estado silvestre (Anderson, 1979), y es el Unico miembro
de la serie Muricata. A dia de hoy no se ha establecido con seguridad la especie o especies
ancestro del pepino dulce, aunque si se han realizado numerosos estudios sobre las relaciones
evolutivas que forman parte de esta seccion, basandose en criterios tales como la morfologia
de la planta, relaciones de cruzabilidad, morfologia del polen, flavonoides foliares,
cromosomas meidticos y mitdticos, serologia de proteinas de la semilla, analisis del DNA
cloroplastidico y DNA mitocondrial, etc (Anderson, 1975, 1977, 1979; Anderson y Bernardello,
1991; Bitter, 1913; Heiser, 1964, 1969; Lester, 1991; Seithe y Anderson, 1982).

Al estar Solanum muricatum estrechamente relacionado con un grupo de especies silvestres
de la serie Caripensa, algunas de ellas se han considerado tradicionalmente como mas
probablemente involucradas en el origen del pepino dulce:

S. caripense Humb. & Bonpl. ex Dunal: presenta globalmente menos diferencias de cariotipo
con S. muricatum (Bernardello y Andreson, 1990), con el cual cruza dando hibridos con meiosis
regular y fértiles (Anderson, 1979; Heiser, 1964; Murray, 1992) (figura 4). Ademas, también
presenta una corola rotada (Rodriguez-Burruezo, 2002).

Figura 4. Frutos de Solanum muricatum (cultivar ‘SWEET LONG’), Solanum caripense (entrada EC-40.9) e
hibrido somatico (F1) entre ambos

S. tabanoense Correll: presenta un tamafio de fruto, sabor, aroma y pulpa del mismo mas
parecido al de pepino dulce (Briicher, 1966, 1968, 1970).

S. basendopogon Bitter: gran similitud con el pepino dulce en habito y en morfologia de la
hoja, teniendo también inflorescencias ramificadas.

Solanum cochoae G.J. Anderson & Bernardello: los hibridos resultantes de su cruce con S.
muricatum demuestran una fertilidad del polen muy alta (Anderson y Bernardello, 1991), a
pesar del bajo porcentaje de éxito de los hibridos y del bajo niumero de semillas que
germinaban.



Teniendo en cuenta todos estos aspectos, y apoyados por distintos andlisis de DNA
cloropldstico y mitocondrial realizados y por su amplia distribucidon desde Costa Rica hasta el
Peru, autores como Anderson y Jansen (1995) o Nuez y Ruiz (1996) consideraron a S. caripense
como el ancestro mas probable, sin descartar, no obstante, las otras especies mencionadas.
Estudios posteriores indicaron que probablemente no existiera una Unica especie progenitora,
sino que otras especies probablemente habian estado envueltas en la diversificacidon del
pepino dulce mediante la hibridacién producida después de su aparicidn, incluso si el pepino
se hubiera originado a partir de una Unica especie (Anderson y Jansen, 1998; Prohens et al.,
2003).

Uno de los estudios mas recientes relacionados con los posibles ancestros del pepino dulce es
el de Blanca et al. (2007), en el cual se llevaron a cabo andlisis AFLP y de variacion en la
secuencia de DNA en pepino dulce. El analisis AFLP indicé que S. muricatum es genéticamente
cercano a S. filiforme, S. cochoae y S. caripense P1-243342, relaciones que podrian indicar que
estas especies son los ancestros salvajes del pepino dulce, aunque esto no puede afirmarse
con rotundidad. La accesion de S. caripense empleada es bastante diferente al resto de
accesiones de la misma especie, ademas de que su origen (Costa Rica) esta fuera del rango de
aparicion de S. muricatum y de que es muy similar a algunos hibridos artificiales entre S.
caripense y S. muricatum, por lo que esta accesién podria derivar de uno de estos hibridos. Por
su parte, S. filiforme y S. cochoae son especies raras de las cuales solo de disponia de una
accesion.

Mas alla de dichas tres excepciones, S. muricatum no aparecia vinculada con ningun grupo
Unico de especies silvestres, ni en el arbol realizado a partir de analisis AFLP ni en el drbol de
haplotipo. Ademas, en este ultimo las secuencias de S. muricatum aparecian dispersas por el
arbol. Por tanto, los datos AFLP y de haplotipos vincularon a S. muricatum a un grupo de
especies silvestres de la serie Caripensia, a pesar de que no fue posible esclarecer si existe una
Unica especie que sea la mas cercana genéticamente al pepino dulce. Sin embargo, no todos
los haplotipos presentes en S. muricatum fueron encontrados en las accesiones silvestres
estudiadas, indicando que otros materiales silvestres han contribuido al origen y evolucion de
S. muricatum. Ademds, estos datos sugerian que, durante la domesticaciéon y la posterior
seleccidn, el pepino dulce no parece haber pasado por el mismo proceso de pérdida genética
que otras especies domesticadas, debido probablemente a que el pepino dulce es una especie
polifilética intercompatible con muchas especies silvestres simpatricas de la serie Caripensia,
las cuales pueden explicar esta alta diversidad genética.

1. 4. DOMESTICACION

Se desconoce tanto el momento en que empezd a cultivarse el pepino dulce como la region
geografica especifica en la cual se llevd a cabo el proceso de domesticacién. No obstante,
algunos restos arqueologicos hallados (figura 5) y los datos relativos a la distribucién de
especies relacionadas indican que surgid en algun lugar de la regidn andina varios miles de
afios atrds (Brlicher, 1989; Heiser, 1985; Prohens et al., 1996). Esta hipdtesis viene apoyada
por el hecho de que Unicamente se conozca el pepino dulce en su forma cultivada (Anderson y
Jansen, 1998), por lo que muy probablemente la domesticacién del mismo tuvo lugar hace
mucho tiempo.



Figura 5. Representaciones del fruto de pepino dulce en cerdmica de la cultura nazca (izquierda) y
cultura moche (derecha). Museo Nacional de Antropologia y Arqueologia. Lima, Peru.

1. 5. DIFUSION

Todo parece indicar que al llegar los espafioles a los territorios andinos donde se cultivaba el
pepino dulce, este causd muy buena impresion en ellos, de tal forma que los espafoles
intentaron llevar a cabo su difusion. Si bien esta difusidn se llevé a cabo con éxito en territorios
como México (Cobo, 1653), Nueva Granada (Zamora, 1701) y resto de América Central o
Guatemala, no se tiene constancia de que se llevara a Espafia, y en caso de haberse llevado,
probablemente no se hubiese adaptado y se hubiera desistido en cultivarlo (Acosta, 1987;
Nuez y Ruiz, 1996).

La primera referencia a la difusiéon del pepino dulce hacia Europa se debe a la expedicién
botanica a los reinos de Peru y Chile protagonizada por Ruiz y Pavén (1777-1788). Se hicieron
entonces varios intentos de envios de pepino dulce a Espafia, pero no fue hasta 1788 cuando
uno de los envios de semillas, al Jardin Botanico de Tenerife (Mapa, 1993a), resulté exitoso. En
tierras canarias se adaptd con gran facilidad, e incluso se sigue cultivando en la actualidad. Por
otro lado, el primer cultivo de pepino dulce del que se tiene constancia en Francia corresponde
a 1785, en los jardines del Rey, y también ese mismo afio en Inglaterra, en los jardines de Kew.

Las siguientes referencias de las que se disponen corresponden a finales del siglo XIX, cuando
se describe su cultivo en los alrededores de Paris (en 1885) (Tioutine, 1937) y su introduccidn
en Rusia como planta de invernadero (1887) (Bukasov, 1930). A inicios del siglo XX, se tiene
constancia de la venta en mercados del fruto (Anénimo, 1903) y de su cultivo en ltalia
(Baccarini, 1908).

En Estados Unidos, el cultivo es introducido en 1882 (Andnimo, 1892), teniendo éxito
fundamentalmente en muchos lugares del estado de California, donde algunos frutos
alcanzaron el mercado a principios del siglo XX (Wickson, 1914). En Cuba fue introducido en el
afio 1918, y en Nueva Zelanda en el afio 1906 (Cossio, 1988) ya se tiene constancia de su
presencia en el jardin de Allison.



1. 6. COMPOSICION E INFORMACION NUTRICIONAL
1. 6. 1. Constituyentes no voldtiles

La mayor parte de los estudios realizados acerca de los componentes del fruto de pepino dulce
se centran tan solo en unos pocos componentes, como los sélidos solubles, acidez, acido
ascoérbico y otros, y en su variacién entre el tipo de cultivar, el abonado, la salinidad y otros
factores. Solo unos pocos trabajos profundizan en ello, siendo la mayoria de ellos folletos o
informes divulgativos de paises de la regiéon andina o de Nueva Zelanda. No obstante, y de
forma general, el fruto del pepino dulce presenta un alto porcentaje de agua, y un nivel
caldrico muy bajo. Su contenido en proteinas, fibra y minerales es también bajo, a excepcion
del potasio. Cabe resaltar su contenido en vitamina C, que si bien es variable segun el
genotipo, la forma de cultivo y las condiciones ambientales, suele ser bastante elevado,
superando incluso los niveles en que se encuentran la mayoria de frutos, incluyendo los
citricos.

En la tabla 1 aparece la informacidn nutricional detallada del cultivar El Camino, de Nueva
Zelanda (Redgwell y Turner, 1986) y un resumen de trabajos llevados a cabo en Peru (Delgado
de la Flor, 1988) y Chile (Bravo y Arias, 1983).

Tabla 1. Informacién nutricional del pepino dulce.

Componente (Valores por 100 g) NZ (“El Camino”) Peru Chile
Calorias 26.0 25.0
Agua (g) 91.8-93.2 92.3 92.4
Fibra (g) --- 0.5 0.5
Proteinas (g) 0.10-0.13 0.30 0.40
Lipidos y pigmentos (mg) 25-44 --- 100
Azucares solubles (g) 4.9-6.4 7.0 6.3
Almidon (mg) 20.0-90.0 -—- -
Vitamina A (mg) --- 317 ---
Vitamina C (mg) 46.0-68.8 29.7 26.0
Acidos organicos no volatiles (mg) 119-153

1. 6. 2. Constituyentes voldtiles del aroma

Existe una gran variedad de aromas en el fruto de pepino dulce, y estos dependen en gran
medida del cultivar en cuestidon, encontrandose desde cultivares con aromas exéticos vy
frutales y otros con un aroma mds herbdceo, similar al de una hortaliza. Las concentraciones
mas altas de los constituyentes volatiles del aroma se encuentran mayormente en la pulpa, y
menos en la piel (Ruiz-Bevia et al., 2002).

En cuanto a los principales componentes del aroma, el estudio realizado por Rodriguez-
Burruezo et al. (2004), en el cual se analizaron frutos de pepino dulce que diferian en su
aroma, determind que los acetatos de 3-metil-2-buten-1-ilo y de 3-metil-3-buten-1-ilo y sus



formas de alcoholes insaturados, 3-metil-2-buten-1-ol y de 3-metil-3-buten-1-ol, estan
generalmente muy presentes. Otros componentes, como el butil acetato o el (Z)-non-6-enal,
entre otros, también se hallaban en abundancia en determinados clones (relacion de todos los
compuestos volatiles identificados en este estudio en Anexo ).

1. 7. USOS E IMPORTANCIA ECONOMICA

Los frutos de pepino dulce pueden consumirse como postre, en el caso de los cultivares que
presentan frutos mas aromaticos, o como componentes de ensaladas y alimento refrescante,
en el caso de los cultivares que presentan frutos mas acidos y con menos azucares (Nuez y
Ruiz, 1996). También es posible su consumo en zumos (Schwartz y Nufiez, 1988) o en platos y
postres mas elaborados. Su uso como hortaliza se limita a las regiones donde se cultiva de
forma tradicional, tales como Colombia, Perld y Ecuador. En otros paises, como Chile, Nueva
Zelanda, Australia o Espafia, se ha tratado de expandir su consumo como fruta de postre o en
macedonias (Nuez y Ruiz, 1996). En algunas regiones, cuando el fruto presenta un estado muy
inmaduro, se puede consumir en hervidos (Esquivel y Hammer, 1991). Otra de sus posibles
formas de consumo en estado maduro es como acompafiante de carnes o pescados (National
Research Council, 1989) o en rodajas espolvoreadas con azucar (Cossio, 1988). Ademas, se ha
descrito su procesado en almibar, mermeladas o helados (Fouqué, 1973; Matus, 1983; Mejia,
1984).

Mas alld de sus usos a nivel alimentario, puede emplearse como planta decorativa y
ornamental, y también se han destacado sus propiedades medicinales hipotensivas y
diuréticas (Sanchez-Vega, 1992), muy probablemente debido a su alto contenido en agua, e
incluso se ha descrito actividad antitumoral de su extracto acuoso contra diferentes tipos de
células cancerosas (Ren y Tang, 1999). Su alto contenido en vitamina C es otra de sus
caracteristicas favorables.

En cuanto a la importancia econdmica del pepino dulce, solo se cultiva comercialmente en
Colombia, Ecuador, Bolivia, Peru, Chile, Nueva Zelanda (Dennis et al., 1985) y en Australia
(Goubran, 1985). No se disponen de datos fiables de produccidn a nivel internacional, y por
ello es dificil determinar la importancia econdmica del pepino dulce. No obstante, si se
disponen de los datos de superficie y produccién de pepino dulce en Ecuador, donde ambos
parametros se han ido incrementando progresivamente, llegando a quintuplicarse Ia
produccién de pepino dulce en este pais, desde el afio 1998 hasta el 2010 (datos segun la
FAO). Estos datos pueden ofrecer una idea de que el interés en el mercado externo por el
producto se esta viendo incrementando gradualmente (Hidalgo, 2006). En Espafa en
particular, algunos invernaderos experimentales estan llevando a cabo el cultivo del pepino
dulce, y solo ocasionalmente, algunos de los frutos derivados de estos cultivos se venden en
mercados locales (Van der Vlugt, 2010).

1. 8. ASPECTOS MORFOLOGICOS DE LA PLANTA

La planta del pepino dulce es de tipo semiarbustivo, presentando un desarrollo rastrero si se la
deja crecer libremente. Tiene un sistema radicular muy abundante y ramificado, y posee un
crecimiento indeterminado, por lo que puede extenderse continuamente y ser perenne
(Rodriguez-Burruezo, 2002).



1. 8. 1. Tallos y hojas

Inicialmente, los tallos son herbdaceos, pero con el tiempo se lignifican, principalmente en la
base de la planta, mientras que las zonas apicales conservan la consistencia herbacea. El color
que presentan depende del cultivar, aunque suelen ser verdes con mas o menos pigmentacion,
sobre todo en las regiones préximas a los nudos. La seccion suele ser circular, pero en algunos
cultivares es cuadrangular o incluso alada. Es importante sefalar que el pepino dulce presenta
una gran facilidad para emitir raices adventicias en los entrenudos, si esta en contacto con un
sustrato humedo.

El tamafo y la forma de las hojas son otras caracteristicas que varian entre los cultivares de
forma muy marcada (figura 6). Mientras que algunos presentan hoja de tipo simple alargada y
lanceolada, otros poseen hojas compuestas, de entre 3 y 7 foliolos. Ademas, es comun que al
inicio del desarrollo las hojas sean compuestas, para posteriormente ser Unicamente simples.
El tamafo de las hojas varia entre los 10 y 30 centimetros, dependiendo de las condiciones del
suelo y del clima, y pueden llegar a alcanzar en algunas hojas los 40 centimetros.

Figura 6. Variedad en tamafio, forma y nimero de foliolos en pepino dulce y especies silvestres
relacionadas.

1. 8. 2. Flores

Las caracteristicas de las flores de pepino dulce también dependen del cultivar y de las
condiciones ambientales en las cuales se ha desarrollado. Se trata de flores hermafroditas y de
corola pentdmera y rotada, que aparecen en racimos compuestos de 5 a 20 flores, aunque se
ven casos donde llegan a haber mas de 50 flores en un racimo. Los pétalos son de color blanco,
con vetas moradas mdas o menos presentes. Normalmente presentan una exercién estigmatica
(el pistilo sobresale del cono formado por las 5 anteras, las cuales no estan soldadas entre
ellas) y dehiscencia apical.

1. 8. 3. Frutos

El fruto es una baya, usualmente bicarpelar, con una cavidad central en la cual se alojan las
semillas. No obstante, algunos cultivares producen frutos partenocarpicos, es decir, sin
semillas. La forma que presenta el fruto depende fundamentalmente del tipo de cultivar,



aunque suelen ser frutos de forma ovoide, aunque también los hay acorazonados, alargados
casi cilindricos e incluso casi esféricos.

En la madurez, el color de fondo es amarillo, amarillo claro (casi crema) o amarillo dorado,
surcado por vetas de color purpura, que, segun el cultivar y las condiciones ambientales
(luminosidad y temperatura), puede llegar a recubrir casi todo el fruto o, por el contrario, ser
practicamente inexistente. En algunos cultivares el veteado no es purpura, sino verde. El color
de la carne varia, desde un amarillo palido hasta un anaranjado vivo.

1. 9. TIPOS VARIETALES
1. 9. 1. Regidn andina

Nuez y Ruiz (1996) llevaron a cabo el andlisis de los tipos varietales mas comunes en la region
andina, segun el tamafio, la forma y el color de los frutos.

Ecuador

A pesar de que existe una gran diversidad dentro de cada una de ellas, se distinguen a grandes
rasgos dos clases de cultivares. La primera de ellas abarca frutos grandes, con formas
generalmente globosas (en algunos casos, alargada), con el apice del fruto redondeado. El
color de fondo en frutos inmaduros es verde, con un escaso veteado purpura. La segunda clase
presenta frutos de menor tamafo, con formas mds alargadas e incluso casi cilindricas de
extremo apical mas apuntado. El color de fondo en estado inmaduro es casi blanco, el veteado
estd mads presente, aunque las bandas moradas estdan menos definidas.

Peru

Los cultivares propios peruanos se conocen como Corazén de Paloma, Corazén de Toro,
Morado listado y Oreja de Burro. Mientras que los frutos de los dos primeros, como su nombre
indica, tienen forma acorazonada, los frutos de Morado Listado son ovoide-cénicos (con
tamanio variable y abundante veteado morado) y los de Oreja de Burro, alargados (de tamafio
mediano o grande y con escasa pigmentacion).

Chile
La zona norte del pais presenta frutos ovalados o acorazonados de extremos redondeados, piel

amarilla en estado maduro y escasas manchas purpura. La regidon central de Chile se
caracteriza por sus frutos alargados (con el extremo apical puntiagudo) de color cremoso y
vetas moradas cuando maduran.

1. 9. 2. Nueva Zelanda, Espaina y otros paises

Nueva Zelanda es el pais donde existe mayor variedad de cultivares. Algunos de los mas
importantes (Dawes y Pringle, 1983; Endt, 1983) son:

Asca: muy productivo. Fruto grande, ovoide, de color amarillo claro, vetas verdes y
contenido en soélidos solubles medio-bajo.

Kawi: de produccion media. Fruto de tamafio medio, alargado, verde palido, vetas
purpuras y contenido en sélidos solubles medio.



El Camino: el mas cultivado y de buena produccidén. Fruto de tamafio medio, forma
ovoide-acorazonada, amarillo, vetas purpuras y contenido en sélidos solubles alto.
Otros cultivares neozelandeses relevantes son Miski, Schmidt, Suma, Toma y Lincoln Gold.

En Espafia, tras un programa de seleccion y mejora de varios afios a partir de semillas de
diversos origenes, se han ido liberando clones desarrollados en la Universidad Politécnica de
Valencia:

Sweet Long (Ruiz et al., 1997): de produccién media. Fruto alargado, amarillo dorado,
vetas moradas y contenido en sélidos solubles elevado.

Sweet Round (Ruiz et al., 1997): produccién media (inferior a Sweet Long). Fruto
redondo, amarillo dorado, vetas moradas y contenido en sélidos solubles elevado.
Puzol (Prohens et al., 2002): de produccidn alta. Frutos grandes y elongados, amarillo
dorado, abundante veteado purpura y contenido en sélidos solubles medio.

Turia (Rodriguez-Burruezo et al., 2003): de produccion alta. Fruto de tamafio medio,
ovalado, color dorado, vetas moradas definidas y contenido en sélidos solubles medio.
Valencia (Rodriguez-Burruezo et al., 2004): de produccidn media-alta. Frutos de
tamafo medio, elongados, color dorado, vetas estrechas moradas y contenido en
sélidos solubles muy alto.

En Australia aparecen los cultivares Colossal, Golden Splendour y Temptation, entre otros,
ademas de algunos clones procedentes de Nueva Zelanda como El Camino y Toma. En Estados
Unidos, principalmente cultivados en California, se encuentran Cascade Gold, Miski Prolific y
Rio Bamba, entre otros.

1. 10. CULTIVO Y MANEJO

La propagacion del pepino dulce es vegetativa, mediante esquejes de tallo mas o menos
lignificados. La propagacion por semilla, aunque posible, no se suele emplear, principalmente
debido al cardcter altamente heterocigoto del pepino dulce y la enorme segregacion que de
ello se deriva, ademds de la dificultad que entrafia la germinacion de las semillas. En
contraposicion a esto, la propagacién por esquejes resulta muy sencilla ya que estos enraizan y
desarrollan brotes vigorosos con gran facilidad. Se puede realizar una plantacion directa de los
esquejes en el terreno o bien estos pueden ser puestos a enraizar en un sustrato humedo
durante un periodo de un mes o mas, para ser trasplantados posteriormente. Este ultimo
método permite una mayor supervivencia y el acortamiento del ciclo de cultivo.

En lo que respecta a los sistemas de conduccidn del cultivo, se distingue entre: rastrera, donde
no hay ni poda ni entutorado, provocando un desarrollo vegetativo desmesurado y de menor
rendimiento; entutorado con hilos verticales (figura 7), en el cual entre 2 y 4 brazos por planta
son entutorados con hilos verticales tensados y si hay poda, evitando asi el desarrollo excesivo;
en seto, el cual es de 10-25 cm de ancho, y se consigue empleando un sistema de hilos
colocados horizontalmente, de forma que impide el contacto de los frutos con el suelo.
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Figura 7. Entutorado con hilos verticales

En cuanto al riego, es importante tener en cuenta que el sistema radicular del pepino dulce es
poco profundo (Nuez y Ruiz, 1996), por lo que conviene que los riegos sean frecuentes. Los
sistemas de riego que se emplean son variables. En la zona andina se utiliza el riego a manta o
por inundacién (Bravo y Arias, 1983), adecuado para regiones con alta pluviometria, pero que
favorece la proliferacion de malas hierbas. En las plantaciones al aire libre de Nueva Zelanda se
emplea con asiduidad el riego por aspersion (Goubran, 1985), que si bien puede evitar ligeras
heladas, favorece el desarrollo de enfermedades fungicas. En cultivo en invernadero se utiliza
el riego por goteo, que corrige los defectos de los anteriores, ademas del ahorro hidrico que
supone.

La fertilizacion requerida por el pepino dulce es baja. El abonado depende de la fertilidad del
suelo y de los anteriores cultivos que este ha soportado, ademds de los requerimientos
nutricionales de la planta en cada fase del desarrollo.

1. 10. 1. Estrés biotico

Las plagas que afectan al pepino dulce suelen ser muy comunes en otras solanaceas horticolas
(Cifuentes, 1981; Martin, 1981; Bravo y Arias, 1983; Nuez y Ruiz, 1996). A continuacién se
muestran algunas de ellas:

- Araina roja: produce picaduras en las hojas, dafidndolas y produciendo pérdidas de la
superficie foliar, lo que perjudica el rendimiento. Es una plaga muy frecuente, aunque
su control es relativamente sencillo. Ademas, las plantas afectadas se recuperan con
facilidad.

- Orugas: la recuperacion de muchas plantas, tras el ataque por orugas, es complicada,
debido a que sus hojas pueden llegar a verse reducidas al nervio foliar. Lo conveniente
es llevar a cabo los tratamientos necesarios nada mas se detecte su presencia.

- Otras plagas: araiia blanca de los invernaderos, moscas blancas, escarabajo de la
patata, mosca minadora, polilla barrenadora y otros.

En cuanto a las enfermedades propias del pepino dulce, cobran importancia aquellas
enfermedades virdticas, debido a la propagacion vegetativa propia del cultivo (Dolby y Jones,
1988; Jones et al., 1980, 1983; Nuez y Ruiz, 1996). El virus del mosaico del tomate (ToMV)
tiene como principal vector el propio hombre (Mapa, 1993b), debido a la facilidad que tiene
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para transmitirse mecanicamente desde ropas contaminadas y herramientas de poda. Puede
llegar a causar dafos severos: deformacion de fruto, reduccién del crecimiento e incluso
detencion del desarrollo (Pérez-Benlloch et al., 2001). Otro virus que puede afectar los
cultivos de pepino dulce es el virus del mosaico del pepino (PepMV), también mediante
transmisién mecanica, aunque no resulta tan dafiino para el pepino dulce como el ToMV.
Otros virus citados al respecto son el virus de la peste negra o bronceado (TSWV), el virus del
mosaico de la alfalfa (AMV), el virus del mosaico del pepino (CMV), el Pepino latent virus
(PepLV), Potato leaf roll virus (PLRV), Potato Virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) e incluso se ha
detectado un viroide, el Potato spindle tuber viroid (PSTVd).

1. 10. 2. Estrés abiotico

Las principales causas de estrés abidtico en pepino dulce son la salinidad y la temperatura, ya
que el pepino dulce ha demostrado ser muy tolerante a otros factores como pueden ser la
sequia (Morley-Bunker, 1983) y el encharcamiento.

En cuanto a la salinidad, la tolerancia a la misma es moderadamente alta, e incluso se ha
llegado a describir una mejora de la calidad organoléptica de los frutos a cambio de una
reduccion del rendimiento tras el riego con aguas de salinidad moderada (Pluda et al., 19933,
1993b; Ruiz y Nuez, 1997).

La temperatura es el factor de estrés abiético mds condicionante en el pepino dulce, ya que
afecta principalmente a la floracién y al cuajado de frutos del mismo (Nuez y Ruiz, 1996). Las
altas temperaturas pueden llevar a fallos en el cuajado, pues favorecen una mayor exercion
del estigma en algunos clones de pepino dulce. Ademas, afectan a la calidad del polen, pues
disminuyen su fertilidad y su facilidad de liberacién a partir de las anteras, y pueden llegar a
causar la abscision de la flor. No obstante, estas limitaciones en el cuajado no se aplican en
aquellos frutos partenocarpicos, por lo que estos genotipos son considerados como muy
prometedores para la adaptacion del pepino dulce a climatologias extremas (Nuez y Ruiz,
1996).

Por su parte, el efecto de las bajas temperaturas sobre el pepino dulce (dafios en hojas y en
frutos pequefios) no es tan perjudicial, ya que la planta es capaz de recuperarse facilmente una
vez pasada la helada (Nuez y Ruiz, 1996).

1. 11. MARCADORES GENETICOS

Se considera como marcador genético un cardcter cuyo patrén de herencia puede definirse en
un nivel morfoldgico, bioquimico o molecular, siguiendo las leyes de Mendel (Gregor Mendel,
1865). Permiten establecer diferencias (polimorfismos) entre individuos distintos (genotipos)
pertenecientes a la misma especie o a especies relacionadas. Su estudio tiene aplicaciones
muy diversas, entre las cuales se encuentran el establecimiento de hipdtesis de relaciones
filogenéticas entre organismos y la estimacién de la variacion dentro de las poblaciones y
especies. En los analisis gendmicos, se han empleado varios tipos de marcadores genéticos:
morfoldgicos, isoenzimas, proteinas de reserva y marcadores basados en ADN.
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1. 11. 1. Marcadores morfologicos

Con marcador morfoldgico se hace referencia a las caracteristicas fenotipicas que pueden
identificarse con facilidad, tales como la forma, el tamafo, el color, etc. Como principal
ventaja, ademds de la mayor sencillez y menor costo de su metodologia, los marcadores
morfoldgicos permiten un muestreo mucho mas cuidadoso que el que se realiza con analisis
moleculares, lo cual cobra importancia en los estudios de la evolucidn del caracter y la
valoracion filogenética (Renteria Alcantara). Sin embargo, el uso de estos marcadores presenta
limitaciones, ya que su expresion puede estar sujeta a factores ambientales o fenoldgicos,
ademas de que su evaluacion solo es posible a nivel de toda la planta, cuando esta llega a su
estado adulto (Azofeita-Delgado, 2006).

1.11. 1. 1. Isoenzimas

Las isoenzimas son las diferentes formas moleculares de una enzima, con actividad catalitica
comun. Si se producen mutaciones en la region del ADN codificante de estas enzimas se
pueden producir cambios en la composicién aminoacidica de la enzima, originando proteinas
con la misma actividad bioldgica pero con distinta carga neta, es decir, diferente velocidad de
migracion en un campo eléctrico, por lo que se pueden determinar patrones caracteristicos de
migracion electroforética de las formas iso-enzimaticas. Dentro del estudio de las poblaciones
vegetales, han sido importantes en la determinaciéon de variabilidad y estructura genética,
sistematica y biologia evolutiva, pero dado el bajo nimero de marcadores isoenzimaticos
disponibles, su aplicacidon en la construccion de mapas se ha visto limitada (Picca et al.),
ademas de que revelan poca variacion, y la técnica es laboriosa y poco reproducible.

1. 11. 1. 2. Proteinas de reserva

La evolucion los genes que codifican para algunos de las proteinas del endospermo en cereales
ha incluido cambios en ellos cuya consecuencia ha sido un alto nivel de polimorfismo proteico
entre especies y variedades de una misma especie. Este polimorfismo puede detectarse
mediante la separacién electroforética de las proteinas en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), y visualizacidn por tincion con Azul de Comassie
(Picca et al., 2004).

1. 11. 2. Marcadores moleculares basados en ADN

Estos marcadores revelan sitios de variacidn naturales a nivel de secuencia de ADN. Las
variaciones no se muestran por si mismas en el fenotipo, a diferencia de los marcadores
morfoldgicos. Permiten detectar polimorfismos en la secuencia del ADN entre dos individuos,
afecten estos o no al fenotipo. No se ven afectados por el ambiente, estdn presentes en
cualquier estadio del individuo, son universales y muy abundantes y una pequefia cantidad de
ADN es suficiente para el andlisis. Su utilidad es mdaxima, empledandose en numerosas
aplicaciones: estudios evolutivos y de genética poblacional, manejo de bancos de
germoplasma, mapeo, seleccién asistida por marcadores, clonado de genes, etc. Se pueden
clasificar en los siguientes 3 grupos.
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1. 11. 2. 1. Marcadores basados en la hibridacion del ADN

Entre estos, los mas utilizados son los marcadores de tipo RFLP (“restriction fragment length
polymorphisms”). El ADN se digiere con enzimas de restriccién, los fragmentos generados se
separan en geles de agarosa y se transfiere el ADN a una membrana. En esta membrana se
produce la hibridacidon con una sonda radiactiva, y mediante una autoradiografia se detectan
los polimorfismos. Como ventajas presenta que son altamente reproducibles, codominantes
(permiten distinguir entre individuos homocigotos y heterocigotos) y multialélicos, aunque son
laboriosos y caros, al trabajar con radiactivos.

1.11. 2. 2. Marcadores basados en la amplificacion del ADN

La amplificacién del ADN se lleva a cabo mediante PCR (“polymerase chain reaction”), que se
basa en la sintesis enzimatica de millones de copias de un segmento de ADN, empleando una
polimerasa de ADN termoestable y dos oligonucledtidos llamados “primers”, uno de los cuales
hibrida en la hebra a del ADN y el otro hibrida en la hebra b, de manera que el fragmento de
ADN amplificado es aquel queda delimitado por los primers.

En el andlisis mediante RAPDs (“random amplified polymorphic DNAs”) se emplean primers
disefados sin tener en cuenta informacion de la secuencia genémica de la especie a analizar,
normalmente de unos 10 nucledtidos de longitud, por lo que la secuencia amplificada es
desconocida. El polimorfismo observado entre distintos individuos consiste en la presencia o
ausencia de fragmentos de ADN amplificado. Su principal ventaja es que no requiere de
conocimiento previo del genoma, ademds de ser una técnica altamente polimérfica, rapida y
de bajo costo. No obstante, se trata de marcadores dominantes y de baja reproducibilidad.

Otro tipo de marcadores basados en la amplificacién por PCR son los microsatélites o SSR
(“simple sequence repeats”), muy abundantes en los genomas eucariotas. Se trata de
secuencias constituidas por unidades cortas de 1 a 6 pares de bases, que se repiten en tandem
un elevado numero de veces, y que estdn flanqueadas por secuencias de copia Unica. Estas
secuencias microsatélite se amplifican mediante PCR y después se someten a electroforesis en
geles de alta resolucion, de forma que se permite detectar diferencias de 2, 3 6 4 nucleétidos,
que corresponden al minimo polimorfismo de longitud en un microsatélite. Es decir, la base
genética del polimorfismo que se detecta en microsatélites se basa en la variabilidad del
tamanfo del microsatélite, directamente relacionado con el nimero de repeticiones en tandem.
Presentan multiples ventajas: son marcadores codominantes; se distribuyen abundantemente
por el genoma; tienen alta reproducibilidad e interpretacion de los resultados sencilla;
presentan alto polimorfismo por locus (multialelismo). Como desventaja principal, se requiere
del conocimiento previo del genoma en cuestion para el disefio de los primers. El uso de
microsatélites abarca muchas aplicaciones, entre las cuales se encuentran el analisis de
poblaciones, estudios de diversidad e identificacién varietal, construccidn de mapas genéticos
y estudios de asociacion y ligamiento genético.

1. 11. 2. 3. Marcadores mixtos

Destacan los AFLPs (“amplified fragment length polymorphism”), los cuales se pueden
considerar como una combinacidon de RFLP y RAPDs. Tras una digestidn, se lleva a cabo una
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amplificacion de solo un grupo de los fragmentos de restriccidn y el analisis por electroforesis y
visualizacidn por autoradiografia o tincidn con nitrato de plata. El origen del polimorfismo
resulta de mutaciones puntuales, inversiones, deleciones e inserciones que llevan a la pérdida
o ganancia de un sitio de restriccion o a la alteraciéon de la secuencia reconocida por los
iniciadores. Como ventajas presenta la versatilidad y reproducibilidad, el elevado polimorfismo
y el hecho de que no requieren conocer previamente el genoma. No obstante, son marcadores
dominantes, ofrecen poca informacién por locus y el procedimiento es laborioso.

Ademas, en los ultimos afios ha experimentado un auge el uso de SNPs (“single nucleotide
polymorphism”), variaciones en nucleétidos Unicos que no modifican la longitud total de la
secuencia de ADN en la region. Aquellos SNPs que introducen mutaciones en secuencias
expresadas o que influyen en la expresién son los que tienen el potencial de detectar la
variacion genética funcional (FAO, 2010). Por ello, son marcadores atractivos para aplicarlos en
el futuro a estudios de diversidad genética, por ser faciles de usar en la evaluacién de la
variacion funcional o neutra.

En la actualidad, los datos morfolégicos y los moleculares se emplean conjuntamente con el fin
de establecer hipdtesis de relaciones filogenéticas entre organismos, estimar la variacidn
dentro de las poblaciones y probar hipdtesis de adaptaciones ecoldgicas. Ambos enfoques,
morfoldgico y molecular, presentan sus ventajas e inconvenientes, pero juntos desempefian
una funcidon muy importante a la hora de describir e identificar los grupos de organismos. Es
decir, se trata de acercamientos complementarios, no excluyentes.
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2. Objetivos




El pepino dulce es un cultivo con creciente interés en el panorama agrondmico de muchas
regiones, por lo que en los proyectos encaminados a la mejora genética del mismo cobra
importancia el conocimiento previo de la variabilidad existente, tanto dentro de la misma
especie como en especies silvestres relacionadas.

En este sentido, este trabajo pretende:

1) Llevar a cabo la caracterizacion morfoldgica y molecular (mediante el empleo de
marcadores microsatélite de tomate) de una coleccion de 27 accesiones, 18
pertenecientes a la especie Solanum muricatum, 1 a Solanum tabanoense, 1 Solanum
basendopogon, 1 a Solanum trachycarpum, 1 Solanum catilliflorum y 1 a Solanum
perlongystilum.

2) Analizar la variabilidad intraespecifica e interespecifica resultante de la caracterizacion
morfoldgica y molecular realizada.
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3. Materiales y métodos




3. 1. Caracterizacién morfoldgica
3. 1. 1. Material vegetal

Se llevd a cabo la caracterizacion morfoldgica de 27 accesiones proporcionadas por el banco de
germoplasma del Instituto de Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana
(COMAV) (tabla 2), de las cuales 18 pertenecian a la especie cultivada Solanum muricatum, 4 a
la especie silvestre relacionada Solanum caripense, 1 a la especie Solanum tabanoense, 1 a la
especie Solanum basendopogon, 1 a la especie Solanum trachycarpum, 1 a la especie
Solanum catilliflorum y 1 a la especie Solanum perlongystilum.

Tabla 2. Las 27 entradas de pepino dulce con las que se trabajo.

Entrada Caracteristicas

Puzol (9-2x6-21) Clon obtenido en UPV.

SL (Sweet Long) Clon obtenido en UPV. Parental usado en el mapa.

SR (Sweet Round) Clon obtenido en UPV.

Otavalo Variedad comercial. ADN de 7 plantas.

Lima Variedad comercial. ADN de 7 plantas.

Quito Variedad comercial. ADN de 7 plantas.

El Camino Clon.

Kawi Variedad comercial. ADN de 7 plantas.

Turia (D16) Clon obtenido en UPV.

Valencia (C27) Clon obtenido en UPV.

37-A Variedad local. ADN de 7 plantas.

EC-12 Variedad local. ADN de 7 plantas.

Col-1 Variedad local. ADN de 7 plantas.

ov-8 Variedad local. ADN de 7 plantas.

Viru Variedad local. ADN de 7 plantas.

QL-003 Variedad local. ADN de 7 plantas. Parece que es S. caripense
o hibrido S. muricatum x S. caripense

CH2-22 Variedad local. ADN de 7 plantas.

PT-154 Variedad local. ADN de 6 plantas.

EC-40 pl 9 Solanum caripense. Parental usado en el mapa.

E-7 Solanum caripense. Clon de planta Unica.

BIRM S/1034 Solanum caripense. Clon de planta Unica.

E-257 Solanum tabanoense. Clon de planta Unica.

BIRM S/0032 Solanum basendopogon.

E-34 Solanum trachycarpum.

E-80 Solanum catilliflorum.

E-62 Solanum perlongystilum.

RP-1 Solanum muricatum. ADN 7 plantas. De www.rareplant.co.uk.

Para cada entrada se realizaron 5 réplicas clonales de un genotipo Unico. El método de
implantacién del cultivo fue el de trasplante, es decir, los esquejes enraizaron durante 1 mes
aproximadamente en un sustrato himedo y posteriormente fueron trasplantados al cultivo en
invernadero de cristal en la Universidad Politécnica de Valencia, con arena como sustrato. El
sistema de conducciéon empleado fue el entutorado con hilos verticales de 2 brazos por planta,
podando las partes mas bajas de la planta para favorecer el desarrollo de las partes superiores.
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La forma de riego utilizada fue el riego por goteo con fertirrigacidn. El ciclo de cultivo fue el de
primavera-verano.

3. 1. 2. Caracteres evaluados

Se llevé a cabo la caracterizacidn de las accesiones con 58 descriptores morfoldgicos de la lista
de descriptores para pepino dulce (IPGRI y COMAYV, 2004) (tabla 3). Se evaluaron caracteres de
planta, flor y fruto, tanto cualitativos como cuantitativos, obteniéndose los valores medios de
cada accesion (mediante la caracterizacion de cada uno de los 5 clones de cada una de las 27

accesiones).

Tabla 3. 58 descriptores empleados para la caracterizacion morfoldgica.

Caracteres de planta

Tamafio de planta Plant.siz Estimacién visual de las dimensiones de la
planta (3 Bajo 5 Medio 7 Alto)

Longitud de tallo en la | Stem.length Medida del tallo desde la base del mismo

primera inflorescencia hasta el punto de insercion de la primera
inflorescencia. En cm.

Vigor de la planta Vigour Potencia, viveza que transmite visualmente
la planta (3 Débil 5 Intermedio 7 Fuerte)

Grado de ramificacion Deg.ram (3 Bajo 5 Intermedio 7 Alto)

Intensidad de antocianina en | Int.anthoc (0 Ausente 3 Débil 5 Intermedia 7 Intensa)

el apice

Protuberancias radiculares en | Root. prot (0 Ausente 3 Débil 5 Intermedio 7 Intenso)

el nédulo

Densidad pubescente del | Stem.pub Cobertura del tallo de pequefios pelos suaves

tallo y blanquecinos (0 Glabro 3 Escasa 5
Intermedia 7 Densa)

Color del tallo Stem.col (1 Verde 2 Verdoso con manchas moradas 3
Morado verdoso 4 Morado 5 Morado oscuro)

Longitud de entrenudos Intern.leng Medida del tallo comprendido entre dos
nudos. En cm.

Longitud del peciolo Pet.leng En mm.

Color del peciolo Pet.col (1 Verde 2 Verdoso con manchas moradas 3
Morado verdoso 4 Morado 5 Morado oscuro)

Densidad foliar Fol.dens (3 Escasa 5 Intermedia 7 Densa)

Actitud de la hoja Leaf.att Disposicion de la hoja (1 Semi-erecta 2
Horizontal 3 Caida)

Longitud laminar de la hoja Leaf.leng En cm.

Anchura laminar de la hoja Leaf.wid En cm.

Ratio longitud laminar / | Ratio

anchura laminar

Tipo de hojas Leaf.type El tipo predominante de hojas observadas en
una planta adulta (1 Simple 2 Compuesto)

Numero de foliolos Num.leaf Nimero medio de foliolos en el tipo
predominante de hojas observadas en una
planta adulta
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Color de la hoja Leaf.col Observado en el haz de la hoja (1 Verde claro
2 Verde 3 Verde oscuro 4 Morado verdoso 5
Morado)

Coloracion de antocianina de | Ant.leaf.vei (3 Verde 5 Venas principales moradas y el

las venas de la hoja

resto, verdes 7 Morado)

Actitud de la superficie de la
hoja

Leaf.sur.att

(3 Flat 5 Intermedia 7 Muy convexa)

Caracteres de inflorescencia

Numero de hojas desde el
suelo hasta la primera
inflorescencia

Num.leaf.grn

Tipo de inflorescencia

Infl.typ

(1 Generalmente unipara 2 Ambos:
parcialmente unipara, parcialmente
multipara 3 Generalmente multipara)

Numero de flores por | Num.flow.infl

inflorescencia

Forma de la corola Corol.shap (1 Estrellada 2 Semi-estrellada 3 Rotada)
(figura)

Color de la corola Corol.col (1 Blanco 2 A rayas: blanco>75% vy
morado<25% 3 A rayas: blanco 50-75% y
morado 25-50% 4 A rayas: blanco 25-50% vy
morado 50-75% 5 A rayas: blanco<25% vy
morado>75% 6 Morado)

Longitud del sépalo Sep.leng En mm.

Longitud del estambre Sta.leng En mm.

Exercion del estilo Sty.ex Mas alla del cono de la antera. En mm.

Produccidn de polen Poll.prod (0 Ninguna 3 Baja 5 Media 7 Alta)

Caracteres de fruto

Numero de frutos por | Nmb.fr Nimero medio de frutos para los tres

inflorescencia primeros nudos

Numero de frutos por planta | Nmb.fr.ppl

Produccién de fruto por En gramos.

planta

Peso medio de fruto En gramos.

Uniformidad en el tamario de | Size unif. (3 Baja 5 Intermedia 7 Alta)

fruto

Longitud de fruto Fr.leng En cm.

Anchura de fruto Fr.width En cm.

Posicién de la parte mas | Pos.widest Medido como la porcidn de distancia desde

ancha del fruto la base hasta la punta del fruto (3 Menos de
% 5 Entre Y%y % 7 Mas de %)

Ratio longitud de fruto /| Leng/Wid

anchura de fruto

Parametros de color: | L, ATAN(b/a) | Se empled el espacio de color Hunter L, a, b,

luminosidad, dangulo de color y las mediciones se realizaron con el

(arctg b/a) colorimetro Hunter Lab Minolta CR400.
(figura)

Distribucion a rayas del color | Sec.col.strps (0 Ausente 1 Presente)

secundario de fruto en la

madurez comercial

Distribucion moteada del | Sec.col.mott (0 Ausente 1 Presente)
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color secundario de fruto en
la madurez comercial

Superficie de fruto cubierta | Surf.cover (1 Menos del 10% 2 Entre el 10 y el 30% e

por color adicional de fruto Entre el 30 y el 50%)

Brillo epidérmico de fruto Epid.gloss (3 Mate 5 Intermedio 7 Brillante)

Numero de léculos por fruto | Nmb.loc

Longitud de 4d&rea placental | Inn.plc.leng En cm.

interna

Anchura de area placental | Inn.plc.brd En cm.

interna

Ratio longitud area placental | Inn.plc.ratio

interna  / anchura drea

placental interna

Color de la carne del fruto Fr.flesh col (1 Verde oscuro 2 Verde claro 3 Blanco 4
Amarillo palido 5 Amarillo dorado 6 Amarillo
anaranjado 7 Naranja 8 Salmadn)

Sabor de fruto Fr.flvour (1 Muy acidico 3 Acidico 5 Moderadamente
dulce 7 Dulce 9 Muy dulce)

Presencia de regusto amargo | Pres.bitter (0 Ausente 3 Débil 5 Intermedio 7 Fuerte)

Numero de semillas por fruto | Nb.seedpfr (1 Muy pocas: 1-5 2 Pocas: 6-25 3
Intermedio 26-75 4 Muchas: 76-250 5 Gran
cantidad: >250)

Color de semilla Seed col (1 Blanco 2 Amarillo claro 3 Amarillo grisaceo
4 Amarillo amarronado 5 Marrén 6 Marron-
negro 7 Negro)

Diametro de semilla Seed diam Este descriptor es tedricamente cualitativo,
pero se ha determinado el didmetro de Ila
semilla de forma cuantitativa debido a que la
variabilidad que asi se obtiene es mucho
mayor. En cm.

Tipo de semilla Type seed (1 No alada 2 Intermedia 3 Alada)

‘Cracking’ del fruto Fr.crack Presencia de grietas en los laterales (0
Ausente 1 Presente)

Fasciacién del fruto Fr.fasc (0 Ausente 3 Leve 5 Intermedia 7 Severa)

Contenido en sélidos solubles | Brix Las mediciones se realizaron con un

refractdbmetro de mano. En 2Brix.

Figura 8. Presencia de protuberancias radiculares en el tallo.
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1 2 3

Figura 9. Forma de la corola (1 Estrellada 2 Semi-estrellada 3 Rotada).

White
L =100

Yellow
Green / +b
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Blue/ +a
b
Black
L=0

Figura 10. El valor L (luminosidad) esta representado en el eje Z, siendo el blanco el valor maximo 100 y
el negro el valor minimo 0. El eje X representa el valor a, yendo desde el verde (negativo) hasta el rojo
(positivo). El eje Y representa el valor b, yendo desde el azul (negativo) hasta el amarillo (positivo)
(Hunter L, a, b Aplications Note, 2008)

3. 1. 2. Andlisis de datos

Para el analisis de los datos se empled el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI, con el
cual, y a partir de los valores medios de los distintos descriptores anteriormente citados, se
calculé el coeficiente de correlacién lineal de Pearson entre los distintos caracteres y se realizo
un andlisis de componentes principales (ACP) y un analisis de conglomerados. Ademas, se
realizd una matriz de distancias euclideas cuadradas entre las distintas entradas segun las
caracteristicas morfoldgicas que presentaban, con el software NTSys para su posterior empleo
en un test Mantel.

3. 2. Caracterizacion molecular
3. 2. 1. Material vegetal

Las accesiones empleadas para la caracterizacion molecular fueron las mismas que se
utilizaron en la caracterizacién morfoldgica. Cabe indicar que el material se traté de distinta
manera en funcidn de la condicién de conservacién de las mismas, como réplicas clonales o
como semillas (tabla 4).
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Tabla 4. Entradas empleadas conservadas como semillas, como réplicas clonales o silvestres.

Entradas conservadas como Entradas conservadas como Especies silvestres

semillas réplicas clonales

Otavalo Puzol EC-40
Lima SL (Sweet Long) E-7
Quito SR (Sweet Round) BIRM S/1034
Kawi El Camino E-257
37-A Turia BIRM S/0032
EC-12 Valencia E-34
Col-1 E-80
0ov-8 E-62
Viru

QL-013

CH2-22

PT-154
RP-1

3. 2. 2. Toma de muestras, extraccion y cuantificacion del ADN

Se pesaron aproximadamente 50 mg de tejido de hoja joven de cada planta. En las accesiones
conservadas mediante semilla se peso tejido de 7 plantas de cada entrada de pepino cultivado,
mientras que en las accesiones conservadas vegetativamente se cogio tejido del clon original.
En el caso de las especies silvestres se tomé tejido de una sola planta.

Se congeld el tejido en nitrégeno liquido y se realizo la extraccidon del ADN gendmico siguiendo
una modificacion del método CTAB (Doyle and Doyle, 1987) (ver Anexo Il). Tras la extraccion se
visualizé el ADN en un gel de agarosa al 0.8% tefiido con GELRED y se cuantificé con un
espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000. EI ADN gendmico extraido se depositd en una placa
PCR 12x8 a una concentracion de 20 ng/uL.

A partir de este stock de DNA gendmico, se pasaron a una nueva placa de PCR 35 pulL de los
pocillos correspondientes a entradas conservadas como réplicas clonales y a especies
silvestres, mientras que para las entradas conservadas como semillas se pasaron 5 pL de cada
uno de los 7 mix (en el caso de las entradas de las cuales se aporté DNA de tejido de 7 plantas)
correspondientes a la misma entrada al mismo pocillo (quedando un volumen final de 35 L),
y 6 pL de cada uno de los 6 mix (en el caso de las entradas de las cuales se aporté DNA de
tejido de 6 plantas) correspondientes a la misma entrada al mismo pocillo (quedando un
volumen final de 36 pul).
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3. 2. 3. Marcadores microsatélite (SSR)
Se analizaron 20 loci microsatélites procedentes de tomate (tabla 5).

Tabla 5. Los 20 SSRs procedentes de tomate que se probaron en el genoma de pepino dulce, junto a su

localizacidon cromosdmica, su tamaio estimado, el tipo de repeticidn y la secuencia de sus cebadores y

temperatura de fusidn (Tm), necesarios para la reaccion de PCR.

Cromosoma | Foward primer Reverse primer Tamafio estimado | Repeticidén Tm
I e o
S |7 | sn OIS | RS |
e Il el
I e e P T s
T R e e e
R
S o |meo et T TR |1
I vl el
E Rl e
S |10 | Ch SRS | O
Rl e wm s
S |o oo T | OTET |s
0 e e e
R D Gl e
S |1 | | ST oy
s el B
EE B el
b
S |1 | Lcre A T |1
O = P

Dichos SSRs fueron amplificados mediante PCR siguiendo la receta mostrada en la tabla 6,

empleando en todos los casos un termociclador automatico Mastercycler epgradient S

(Eppendorf).
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Tabla 6. Componentes de las reacciones de PCR, con sus respectivos volimenes para una Unica reaccidn
y para la realizaciéon de un mix para 30 reacciones, junto con el perfil térmico empleado. Tm hace
referencia a la temperatura de fusion, que varia segin el microsatélite analizado (ver tabla 5).

Por reaccion para 12 pL Total Mix (x30)  Perfil térmico

Agua MilliQ 8,45 uL 253,5 uL 94°C 3 min
Buffer PCR 1,2 puL 36 uL 94°C 20seg
MgCl, 0,36 pL 10,8 uL 35x | Tm 30 seg
dNTPs 0,24 uL 7,2 uL 72°C  20seg
F.M13 0,06 pL 1,8 uL 72°C 1 min
R 0,3 uL 9 uL 10eC o
Fluor 0,24 uL 7,2 uL

Taq casera 0,15 uL 4,5 uL

ADN 1ul

El volumen final de cada reaccién fue de 12 ulL, 11 plL procedentes del mix y 1 plL
correspondiente a la dilucién de ADN de cada entrada. Se empled la estrategia de PCR
conocida como multiplex con cebadores de cola (Oetting et al., 1995), en la cual se emplea un
cebador forward con una extensién adicional de 18 pb en su extremo 5’ idéntica a la secuencia
del cebador M13 (TGTAAAACGACGGCCAGT), un cebador regular reverse y un tercer cebador
universal M13 marcado con fluorescencia. El cebador “cola” proporciona una secuencia
complementaria del cebador universal fluorescente, de forma que el producto de PCR que se
genera puede ser detectado en un secuenciador automatico de ADN. Los fluoréforos
empleados para el marcaje del cebador M13 fueron FAM (azul), PET (rojo), VIC (verde) y NED
(amarillo). EI marcaje utilizado varié entre las distintas reacciones de PCR, con el fin de
espaciar los rangos de alelos de los loci similares en tamafio, para asi evitar solapamientos
entre alelos correspondientes a loci diferentes y asegurar de esta forma un correcto
genotipado.

El tamafio de los fragmentos obtenidos por PCR se evalué por electroforesis en geles de
agarosa al 1.5%, en tampdn TAE y revelados con GelRed. Cada muestra contenia 2 uL de
GelRed, 5 pL de agua MiliQ y 3 pL de reaccion de PCR. La escalera de peso molecular utilizada
fue 100 bp DNA ladder Plus (Fermentas). Las muestras fueron corridas a 150 V durante 40
minutos y las bandas fueron visualizadas en un transiluminador UV.

3. 2. 4. Separacion de los productos amplificados

Para la visualizacién de los productos amplificados, se utilizd un secuenciador automatico
ABI/PRISM 3100 de Applied Biosystems. El secuenciador lleva a cabo una reacciéon de
electroforesis capilar, donde los fluoréforos son excitados por un laser de forma que son
detectados por el sistema de lectura, que permite detectar 5 fluoréforos distintos en una Unica
reacciéon. Un color se utiliza para el marcador de pesos moleculares. Conociendo el tamario
esperado de cada fragmento es posible cargar varios SSR marcados con el mismo fluoréforo.
De esta manera puede resolverse el producto de la amplificacién de varios cebadores en una
misma muestra.

Se prepararon diluciones para cada una de las 27 muestras, que eran cada una combinaciones
de las PCRs realizadas, cuyo resultados en la secuenciacién no iban a solapar por el correcto
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marcaje llevado a cabo. En total las distintas PCR se agruparon en 3 combinaciones, es decir, se
prepararon un total de 81 diluciones. Segun la claridad de los resultados observados en las
electroforesis, se pudieron inferir las concentraciones a las que debian estar cada una de las
distintas PCR, y por tanto determinar sus volimenes a partir de un volumen final de reaccion,
distinto segun la combinacion.

Los otros reactivos de la reaccion de secuenciacién fueron la formamida, para evitar la
rehibridacion del ADN, y el Liz-500, un marcador de pesos para la calibracion de las muestras.
Se prepard una dilucion 1:25 de formamida y una dilucidn 1:25 de Liz-500.

Cada reaccidn de secuenciacidn estuvo compuesta por 4 uL de dilucion de PCRs combinadas,
12 pL de formamida 1:25 y 1 plL de Liz-500 1:25. Una vez realizadas las 81 reacciones de
secuenciacion, se llevaron a secuenciar al secuenciador automatico ABI/PRISM 3100 de
Applied Biosystems, ubicado en el Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP),
Valencia.

3. 2. 5. Andlisis de datos

Los electroferogramas obtenidos a partir de la secuenciacién se analizaron con el software
bioinformatico Applied Biosystem Genotyper. A partir de este analisis de alelos, se realizé una
tabla en una hoja Excel, empleando el programa Microsoft Office Excel 2007, en la cual se
reflejaban los alelos de cada microsatélite para cada entrada. Con estos datos, y empleando el
paguete estadistico GenAlEx (Genetic Analysis in Excel), complemento del programa Microsoft
Office Excel 2007 para analisis de poblaciones genéticas, se llevd a cabo un andlisis de
coordenadas principales. Ademas, se realizé una matriz de distancias euclideas cuadradas
entre las distintas entradas seglin los distintos alelos que presentaban para cada
microsatélite,también con el paquete GenAlEx, para su posterior empleo en un test Mantel.

El test Mantel se realizé mediante el paquete GenAlEx. Con este test se estudio la correlacion

entre las matrices de distancias euclideas cuadradas resultantes de la caracterizacién
morfoldgica y la caracterizacion molecular.
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4. Resultados y discusion




4. 1. Caracterizacion morfoldgica

Tras la plantacion de las distintas accesiones en el invernadero, se encontré que las entradas
Lima y Viru, de la especie Solanum muricatum, y BIRM S/0032, de la especie Solanum
basendopogon, presentaron problemas vegetativos. Mientras que tanto Viru como BIRM
$/0032 simplemente no llegaron a seguir con su desarrollo vegetativo a partir del trasplante,
Lima si lo hizo, pero las plantas que se formaron exhibian una marcada falta de vigor, eran
débiles y no llegaron a florecer. Por tanto, estas tres entradas no se incluyeron en los andlisis
morfoldgicos.

Los diferentes valores de los caracteres tanto cualitativos como cuantitativos para cada una de
las entradas se recogen en la tabla presente en el Anexo lll.

Por otro lado, tras las mediciones de los caracteres morfolégicos, se encontré homogeneidad
en algunos descriptores de fruto, por los que estos no fueron incluidos en los analisis. Estos
caracteres fueron: la distribucion a rayas del color secundario de fruto en la madurez comercial
(todos los frutos evaluados la presentaban) (figura 11); el nimero de léculos por fruto (todos
los frutos evaluados presentaban 2 Iéculos); el tipo de semilla producida por los frutos (todos
aquellos que presentaban semilla, esta era del tipo no alada); y la fasciacion del fruto (ausente

en todos los frutos evaluados.

Figura 11. Homogeneidad en la distribucién a rayas del color secundario de fruto.

Es importante mencionar la enorme variabilidad encontrada para muchos de los caracteres
estudiados en esta coleccidn, lo cual encaja con la gran diversidad genética propia del pepino
dulce (Blanca et al., 2007). Aquellos caracteres que destacan por su variabilidad son la forma,
color y tamafio de los frutos y las hojas (figuras 6 y 12), y también otros como la forma y
coloraciéon de las flores. Un caracter que no fue incluido en los analisis pero que si que se
observé fue la precocidad en la produccién del fruto, el cual también presenté una gran
variabilidad. De forma general, las plantas pertenecientes a la especie Solanum muricatum
fueron sensiblemente mds precoces que las plantas de las especies silvestres relacionadas.

26



Figura 12. Variabilidad en forma, tamafio y color de los frutos.

En relacién a los caracteres relativos al tamafio y al vigor de la planta (tamafio de planta,
longitud de tallo en la primera inflorescencia, vigor y longitud de entrenudos), las especies
silvestres presentaron valores mayores que la especie cultivada, lo que sefiala que esta Ultima
da lugar a plantas de menor tamafio que sus ancestros silvestres. Estos, a su vez, presentaban
generalmente mayor intensidad de antocianina en el apice y menor presencia de
protuberancias radiculares, pese a que estas se podian encontrar en la gran mayoria de las
entradas, silvestres y cultivadas. Algo similar ocurria con la pubescencia en el tallo, siendo este
un caracter comun a casi todas las entradas, aunque con mayor densidad en las silvestres
(figura 13). El color del peciolo en gran parte de las entradas fue mas bien verdoso, aunque
otras como 37-A, E-7 y RP-1 presentaban colores cercanos al morado. En el andlisis de la
densidad foliar se encontrd que esta era ligeramente superior en la especie cultivada. La
actitud de la hoja fue generalmente horizontal o caida, y solo Otavalo presenté hojas en
disposicion predominantemente semi-erecta (figura 14). Si bien los valores de longitud y
anchura de hoja mostraron que estos eran caracteres variables entre las entradas, el caracter
del ratio longitud laminar / anchura laminar si permitié ver que Solanum muricatum
presentaba (generalmente) hojas mas bien alargadas (figura 14).

Figura 13. Pubescencia en la entrada silvestre E-62
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Figura 14. Hojas semi-erectas y alargadas de la entrada cultivada Otavalo

El cardcter que hace referencia al tipo de hoja mostré que entre las especies silvestre
predomina la hoja compuesta, mientras que en la cultivada se alterna la hoja simple con la
compuesta, segun la entrada, o incluso dentro de una misma planta. En cuanto al color de las
hojas, no se vio ninguna entrada que presentase pigmentacién morada, siendo todas las hojas
de color verde o verde oscuro. No obstante, si se vio la coloracién de las venas de la hoja con
antocianina (principalmente en algunas entradas cultivadas como CH2-22, Valencia y Quito),
aunque predominaban las venas verdes en el resto de entradas. En relacion a la actitud de la
superficie foliar, en las entradas silvestres predominaron las hojas planas (excepto la entrada
E-34 de Solanum trachycarpum, con hojas intermedias) mientras que en las cultivadas la
variabilidad era abundante entre ellas. Por otro lado, el nUmero de hojas desde el suelo hasta
la primera inflorescencia fue cominmente superior en las especies silvestres.

En cuanto al tipo de inflorescencia de las entradas, en las cultivadas predominaban las
inflorescencias multiparas (con excepciones como Otavalo y Col-1, generalmente uniparas),
mientras que en las silvestres eran las uniparas las predominantes (con la excepcion de la
multipara E-7). El nimero de flores que presentaban las plantas por inflorescencia fue un
caracter mds o menos uniforme, pero se vieron resefiables excepciones con una cantidad
bastante superior al resto, como es el caso de las entradas OV-8, E-7 y RP-1, y otras con una
cantidad considerablemente inferior, como es el caso de las entradas silvestres E-34 y E-80. En
el caracter de la forma de la corola si se vieron diferencias apreciables entre silvestres y
cultivadas, siendo la corola de estas ultimas principalmente estrellada (figura 15) y la de las
silvestres semi-estrellada o rotada. En cuanto al color de la misma, en las entradas cultivadas
predominaban las mezclas de blanco y morado en distintos porcentajes (figura 15), mientras
que en las entradas silvestres se encontrd una variabilidad considerable, puesto que, aun
siendo la mayoria de corola blanca, otras presentaban coloraciones mas o menos intensas de
morado (E-80, E-62, E-34), llegando a presentar corolas exclusivamente moradas (figura 16). La
exercién del estilo se encontré levemente superior en las especies silvestres (figura 16), algo
parecido a lo que ocurre con las especies silvestres de tomate (Herraiz, 2003) ampliamente
relacionado con el pepino dulce. Ademas, en las especies silvestres la produccién de polen era
ampliamente superior a todas las entradas de Solanum muricatum.
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Figura 15. Flores de la entrada El Camino, con la corola estrellada y de color blanco y morado
combinado.

- & . I ~ :
Figura 16. Larga exercion estilar de la flor de la entrada silvestre E-62, con la corola morada.

La produccién de frutos por planta era muy variable entre las entradas, destacando por su alta
produccién entradas como 37-A y E-34 y por su baja produccidon entradas como OV-8 y E-80.
Cobra mucha importancia la comparacion del tamafio del fruto (longitud y anchura, ademas de
la longitud y amplitud del area placental interna) entre Solanum muricatum vy el resto de
especies salvajes. Solanum muricatum presenta frutos mucho mayores en tamafo que las
especies silvestres. La explicacion de esto viene dada por el proceso de domesticacion, por el
cual los frutos mas grandes son los seleccionados para el cultivo. Las especies silvestres, al no
haber sufrido el proceso de domesticacion, conservan sus menores tamafios. Los caracteres
gue hacen referencia a la posicion de la parte mas ancha del fruto y el ratio longitud de fruto /
anchura de fruto ofrecen una idea de cdmo es la forma de los frutos. En base a los resultados,
se puede concluir que las entradas silvestres presentaban frutos mas bien esféricos (figuras
17ay 17b), mientras que las cultivadas presentaban variabilidad al respecto: alargados (figura
17c), cilindricos (figura 17d), esféricos (figura 17e) o acorazonados (figura 17f).
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Figura 17. a. Fruto esférico correspondiente a la entrada silvestre E-62 b. Fruto esférico

correspondiente a la entrada silvestre E-7. c. Fruto alargado correspondiente a la entrada cultivada

Turia d. Fruto cilindrico correspondiente a la entrada cultivada Valencia e. Fruto esférico

correspondiente a la entrada cultivada Otavalo f. Fruto acorazonado correspondiente a la entrada
cultivada Col-1.

Los parametros de color muestran los distintos colores entre la especie cultivada y las
silvestres. Mientras que el fruto de Solanum muricatum presentaba en estado de madurez
colores de fondo amarillos, las silvestres exhibian colores mas verdosos. En moteado del color
secundario del fruto era escaso, aunque si se observé en entradas tales como Puzol, Turia y Pt-
154 (todas cultivadas, en silvestres no se observd). Por otro lado, el brillo epidérmico del fruto
se encontré usualmente superior en las entradas cultivadas. Estas, a su vez, presentaron
generlalmente un color de carne de fruto anaranjado (figura 18), mientras que las silvestres
presentaban colores de carne mas verdosos. Las especies silvestres, ademas, se caracterizaron
por su fuerte sabor acido y presencia de cierto regusto amargo, mientras que todas las
entradas de Solanum muricatum presentaron un sabor dulce, variando el nivel de dulzor segun
la entrada. Otro caracter que diferenciaba claramente las entradas cultivadas de las silvestres
fue el numero de semillas por fruto. La partenocarpia era la tdnica general en los frutos de
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Solanum muricatum, pese a que algunos de ellos presentaban en su interior alguna semilla
aislada. En contraposicion, las especies silvestres se caracterizaron por tener abundantes
semillas en su interior. Esta marcada diferencia también es consecuencia del proceso de
domesticacion anteriormente descrito.

Figura 18. Fruto de carne anaranjada y pigmentacion de antocianina correspondiente a la entrada
cultivada El Camino.

El ‘cracking’ en el fruto fue caracteristico en de algunas entradas cultivadas como Otavalo y
Col-1 (figura 19), y en menor medida de otras como Turia y Pt-154. No se observd en las
entradas silvestres, salvo en E-7, en la cual si era habitual (figura 20). En cuanto al contenido
en solidos solubles, se observé una diferencia considerable entre la especie cultivada y las
silvestres, dado el mayor contenido en estas Ultimas, lo cual encaja con estudios realizados
previamente (Prohens et al., 2010). Si comparamos los valores de contenido en sdlidos
solubles observados con otros estudios (Prohens et al., 2010) se puede observar que los
valores obtenidos son inferiores. Esto es debido a que el cultivo se llevé a cabo en la
temporada primavera-verano, en la cual se ha visto que el contenido en sdlidos solubles en
pepino dulce es inferior a dicho contenido si el cultivo se lleva a cabo en la temporada otofio-
invierno (Rodriguez-Burruezo et al., 2002).
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Figura 19. a. ‘Cracking’ presente en el fruto de Col-1 b. ‘Cracking’ presente en el fruto de E-7

El resto de caracteres presentaron valores muy variables, por lo cual no se pudo extraer con
claridad generalidades que englobaran a distintas entradas. Entre estos caracteres se incluyen:
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grado de ramificacion, color del tallo, longitud del peciolo, actitud de la hoja, longitud de hoja,
anchura de hoja, nimero de foliolos, longitud del sépalo, longitud del estambre, nimero de
frutos por inflorescencia, uniformidad de tamano, superficie cubierta por el color secundario,
color de semillas, diametro de las semillas.

Es importante resaltar la importancia del caracter relativo al contenido en sélidos solubles.
Cuando el pepino dulce es empleado como fruta de postre, las preferencias de los
consumidores europeos y norteamericanos sitian en 8 2Brix el contenido minimo en sélidos
solubles (Prohens y Nuez, 1999), por lo cual este carcacter adquiere importancia desde el
punto de vista comercial.

El minimo de 8 2Brix anteriormente citado, en vista a los resultados de caracterizacion para
cada entrada, solo lo cumplieron 7 entradas (EC-12, QL-003, E-7, Birm S/1034, E-34, E-80 y E-
62), las cuales pertenecian todas a especies silvestres o a una hibridacién interespecifica entre
la especie cultivada y una silvestre, en el caso de EC-12 (la naturaleza de esta entrada se
discute mas adelante), y ninguna a Solanum muricatum. No obstante, es importante sefialar
que el contenido en sdlidos solubles en pepino dulce es considerablemente mayor si este se
cultiva en la temporada de otofio-invierno que si se hace lo propio en la temporada de
primavera-verano (Rodriguez-Burruezo et al., 2002). En el presente estudio, el ciclo de cultivo
fue el de primavera-verano, por lo que los valores de este caracter determinados para cada
entrada resultaron inferiores a los determinados en estudios anteriores en los cuales el ciclo
de cultivo fue el de otofio-invierno (Prohens et al., 2010; Rodriguez-Burruezo et al., 2002), y
podria ser la causa de que ninguna entrada de la especie cultivada superase estos 8 2Brix.

El estudio y utilizaciéon de la variacién interespecifica para la mejora genética en Solanum
muricatum en cuanto a contenido en sélidos solubles ha sido analizado en profundidad en
distintos estudios previos (Rodriguez-Burruezo et al., 2003; Prohens et al., 2002; Rodriguez-
Burruezo, 2002), en los cuales se analizd principalmente las especies silvestres relacionadas
Solanum caripense y Solanum tabanoense para su aprovechamiento en dicha mejora. Estas
especies, con un alto contenido en sdlidos solubles y ademas facilmente cruzables con
Solanum muricatum (Rodriguez-Burruezo et al., 2003) se consideran muy interesantes para los
programas de mejora de Solanum muricatum, ya que en aquellos en los que se han empleado
la recuperacién del peso normal de fruto de pepino dulce se ha alcanzado relativamente

rapido, a la par que se ha incrementado en este el contenido en sélidos solubles. Es por ello
que tanto Solanum caripense, a la cual pertenecen las entradas QL-003, E-7 y Birm S/1034,
como Solanum tabanoense son especies muy interesantes para lograr incrementar el
contenido en sélidos solubles en Solanum muricatum, ademas de mejorar otros muchos
caracteres que puedan ser de interés. No obstante, en estos trabajos no se incluyeron las
especies correspondientes a las otras entradas que en el presente estudio se comprobé que
tienen un alto contenido en sdlidos solubles (llegando incluso a superar a las dos especies
anteriores): Solanum trachycarpum (E-34), Solanum catilliflorum (E-80) y Solanum
perlongistillum (E-62). Por ello, podria resultar interesante llevar a cabo en préximos estudios
investigaciones acerca de la posibilidad de obtener hibridos interespecificos de estas especies
con Solanum muricatum, y si fuera posible, llevar a cabo programas de mejora a partir de
retrocruzamientos de estos hibridos con la especie cultivada, con la finalidad de ver la
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viabilidad de estos programas, segun el tiempo invertido y los resultados obtenidos en lo que a
nuevas variedades generadas se refiere.

4. 1. 1. Correlaciones entre caracteres

El coeficiente de correlacion de Pearson mide la relacidn lineal existente entre dos variables
cuantitativas. El hecho de que dos caracteres cuantitativos estén fuertemente correlacionados
y midan aspectos similares indica que la medicién de uno de ellos puede ofrecer una
informacidn suficiente por si misma, e indica que se podria evitar la medicién del segundo
caracter, para asi no obtener informacién redundante. De hecho, en la caracterizacion
morfoldgica que en este estudio se realizd se obvid la toma de datos de algunos caracteres de
los cuales se sabia por estudios anteriores que estaban fuertemente correlacionados con otros
que si se midieron, evitando asi la obtencidn de informacién redundante. Es el caso de la
anchura de los pétalos, caradcter que no se midid pero que estd muy correlacionado con la
longitud de los mismos, la cual si se midié.

En el Anexo IV aparecen indicados todos los valores de correlacién de cada cardcter con
respecto al resto de caracteres, sefialandose en rojo aquellos con un valor superior a 0.65 e
inferior a -0.65, valor a partir del cual se estimé una validez alta del analisis.

Los resultados mostraron que los caracteres referentes al tamafio de planta, longitud del tallos
y la longitud de entrenudos estan directamente relacionados entre ellos, como se indica en la
tabla.

Tabla 7. Correlaciones entre caracteres relacionados con el tamafio de la planta

Plant_size Stem_length
Plant_size
Stem_length 0,68
Intern_lenght 0,72 0,79

También se observa alta correlacion entre la densidad foliar y el grado de ramificacion (0.67),
asi como entre la densidad foliar y la cantidad de protuberancias radiculares (0.69). Ademas, la
longitud del tallo muestra elevada correlacion con el nimero de hojas desde el suelo hasta la
primera inflorescencia (0.74), los colores de tallo y peciolo estan directamente relacionados
(0.72) y también habia correlacion muy elevada entre el tipo de hojas y el numero de foliolos
(0.85).

Otra correlacidon que presenta gran interés es la que existe entre la longitud y la anchura de los
frutos (0.69). Encontrar Dicha correlacion tiene sentido, a pesar de la gran variabilidad
encontrada en la forma de estos (esférica, alargada, acorazonada, etc.), ya que el aumento en
el tamafio de fruto venia determinado habitualmente por un aumento simultdneo tanto de la
longitud como de la anchura del mismo. Ademas, de entre todas las correlaciones realizadas,
aquella que presentaba el mayor valor de correlacidn fue la que relacionaba la longitud del
fruto con la longitud del area placental interna del mismo, llegando casi a la unidad (0.98). Es
de destacar también la correlacion existente entre el tamafio de fruto (longitud y anchura) y el
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sabor del mismo (0.71 y 0.8, respectivamente), la cual viene claramente justificada porque los
frutos mds grandes eran los cultivados, los cuales tienen un sabor dulce, mientras que los
frutos mas pequeiios eran los silvestres, los cuales mostraban un sabor claramente acido.

La produccion de polen y el nimero de semillas por fruto también quedaron correlacionadas
(0.7). Esto podria venir dado por el incremento del fenédmeno de la autofecundacidn: las
anteras liberan mdas polen, que caera en los estigmas de las flores, generandose mayor
cantidad de semillas.

Este andlisis de todas las correlaciones altamente validas puede llevar a simplificaciones en
caracterizaciones morfoldgicas de estudios posteriores en pepino dulce. La medicién de solo
uno de los caracteres de aquellos implicados en la correlaciédn podria evitar la obtencién de
informacidn redundante, se reduciria el nimero de caracteres a medir en posteriores ensayos
y ello conllevaria un ahorro de tiempo y recursos, agilizando de esta forma los ensayos. El caso
mas evidente lo encontramos en la Ultima correlacién expuesta (longitud de fruto y longitud
del drea placental interna), la cual, llegando casi a la unidad, claramente sugiere que son
caracteres redundantes, por lo cual bastaria con la medicién de uno de ellos.

Cabe mencionar que se han encontrado correlaciones entre caracteres a las cuales no se les ha
podido asignar un significado biolégico evidente. Dichas correlaciones merecerian quizd un
analisis mas exhaustivo a nivel morfoldgico vy fisiolégico, ya que muy probablemente no sean
simple coincidencia y dichas correlaciones cumplan verdaderamente un papel en la planta o
tengan una explicacion bioldgica por la cual existe la correlacién. No obstante, es también muy
probable que al menos alguna de ellas sea simple producto del azar. Para esclarecer esto se
deberia profundizar con estudios mas especializados en ello. Algunos ejemplos de este tipo de
correlaciones son: longitud de tallo y forma de la corola de la flor (0.84); nimero de hojas
desde el suelo hasta la primera inflorescencia y brillo epidérmico de fruto (-0.7); nimero de
hojas desde el suelo hasta la primera inflorescencia y forma de la corola (0.66).

4. 1. 2. Andlisis de componentes principales

El analisis de componentes principales permite conocer qué caracteres tienen mas influencia
en la variabilidad y en qué grado, y las relaciones de las distintas entradas en funcién de dichos
caracteres.

Se llevd a cabo dicho analisis a partir de los datos de la caracterizacidén morfoldgica, resultando
una explicacion por parte de la primera componente del 29.06% de la variabilidad total, del
12.91% por parte de la segunda componente y del 9.67% de la tercera componente (tabla 8).
Es decir, el porcentaje acumulado de varianza explicado entre las tres primeras componentes
es de un 51.64%. Este valor indica que el andlisis es sélido y que los resultados derivados del
mismo son robustos.
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Tabla 8. Analisis de componentes principales, con los porcentajes de varianza de las 3 primeras

componentes.
Componente Porcentaje de Porcentaje
NUmero Eigenvalor Varianza Acumulado
1 15,4035 29,063 29,063
2 6,84002 12,906 41,969
3 5,12608 9,672 51,641

La tabla de pesos de los 3 primeros componentes (Anexo V) indica que la componente 1 estd
intensamente relacionada con caracteres vinculados con el vigor de la planta y la produccién
(longitud de tallo, tamafo de planta, longitud de entrenudos, vigor, nimero de foliolos,
produccién de polen, nimero de frutos por inflorescencia), asi como con el tamafio de algunos
elementos de la planta (longitud del sépalo, longitud del peciolo, didmetro de semilla),
mientras que se halla negativamente correlacionada con caracteres de color y brillo de fruto.

Por otro lado, la componente 2 se correlaciona positivamente con caracteres de color de fruto
y del tallo, con el tipo de hoja, nimero de foliolos y con la anchura de hoja, ademas de con
caracteres que determinan la arquitectura de la planta (grado de ramificacion, nimero de
flores por inflorescencia y nimero de hojas hasta la primera inflorescencia); se correlaciona
negativamente con el tamafio de semilla, el ratio longitud laminar / anchura laminar y con la
actitud de las hojas.

La componente 3 estd positivamente correlacionada con la presencia de pubescencia en el
tallo, actitud y color de la hoja y contenido en sélidos solubles. Se correlaciona negativamente
con caracteres relativos al vigor de la planta y la produccién (nimero de foliolos, produccion
de polen, nimero de frutos por inflorescencia, densidad foliar, vigor, longitud de la hoja), el
grado de ramificacién y la presencia de protuberancias radiculares.

La representacion en dos dimensiones de la dispersidn de las distintas entradas en funcion de
las dos primeras componentes principales, generada a partir del andlisis de componentes
principales, se muestra en la figura 20.

Diagrama de Dispersion

5.9

oOtavalo

llllllll

- w
© ©
LY [ I O R

9E-7  oBirm $/1034)

oQL-003

T

1 oCH2-22 °EC-12

1
o

¥
N §
-

Illllllll

oE-62
°E-80

Componente 2

oValencia

aTuria g DQUit?' Camino

oE-257

IIIIIII]I

-4.1

Componente 1

Figura 20. Diagrama de dispersién 2D en funcidn de las dos primeras componentes principales.
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La primera componente, representada en el eje X, separa claramente las entradas cultivadas
pertenecientes a la especie Solanum muricatum (marcadas en azul) de las distintas especies
silvestres (marcadas en rosa). Las entradas cultivadas se sitlan a la izquierda del eje, mientras
que las silvestres se ubican a la derecha del mismo. Estos son resultados esperables y légicos,
puesto que esta separacion de entradas esta basada en las caracteristicas morfoldgicas de
cada una de ellas. Las especies silvestres diferian en gran medida de la cultivada, y ello queda
plasmado en este diagrama de dispersion. La entrada EC-12, a pesar de pertenecer
tedricamente a la especie Solanum muricatum, se sitla claramente mas cerca de las especies
silvestres. Si se analizan los resultados morfoldgicos de esta entrada se puede ver que muchos
de sus caracteres se asemejan mds a los tipicos de especies silvestres (tamaifio de fruto
pequefio, presencia de semillas en el fruto, alto contenido en sdlidos solubles) que a los de la
cultivada, y es por ello que su localizacidon en el diagrama de dispersién la sitia en la zona
donde se encuentran las especies cultivadas. Una explicacion a la proximidad de esta entrada
en cuanto a caracteristicas a las silvestres es que realmente EC-12 sea un material derivado de
la hibridacion interespecifica entre la especie cultivada y una silvestre (Blanca et al., 2007).

La segunda componente representada en el eje Y, no logra un patrén de separacién tan
facilmente explicable como en el caso de la primera componente. No obstante, en el caso de
las especies silvestres se puede observar que la segunda componente separa las entradas
pertenecientes a Solanum caripense (sefialadas en rojo) de las entradas pertenecientes a las
otras especies silvestres (marcadas en verde), agrupandose las primeras de forma evidente,
dada su proximidad morfoldgica. En el caso de las especies cultivadas la discusién de las
agrupaciones es mas complicada. A pesar de ello, se observa que las entradas El Camino, Kawi,
Sweet Long, Sweet Round, Puzol, Valencia y Turia quedan por debajo del eje Y. Se tratan todos
ellos de cultivares modernos (IPGRI y COMAYV, 2004), y en muchos casos emparentados entre
si, como es el caso de Puzol (en cuya obtencidn participé el cultivar Sweet Round (Prohens et
al., 2002)), Valencia (en cuya obtencidn participé el cultivar Sweet Long (Rodriguez-Burruezo et
al., 2004)) o Turia (en cuya obtencidn participd el cultivar Puzol (Rodriguez-Burruezo et al.,
2003)). Ello puede explicar su cercana localizacion en el diagrama de dispersion.

Cabe destacar de forma aislada la entrada 37-A, perteneciente a la especie Solanum
muricatum, la cual ocupa una posicidén intermedia entre ambos grupos. En esta entrada, a
pesar de pertenecer a la especie cultivada, se observaron algunas caracteristicas que podrian
considerarse intermedias entre la especie cultivada y sus ancestros silvestres. Un caso muy
claro de ello son sus frutos, de un tamafio a caballo entre los pequefos frutos silvestres y los
grandes frutos cultivados, con una disposicidn en la planta en ramillete y con un tamafio muy
homogéneo entre ellos. Estas caracteristicas pueden ser de suma importancia para la mejora
genética de la especie, siguiendo la tendencia de las exigencias de los consumidores en otras
hortalizas como el tomate. Por ejemplo, el tomate en ramillete ha demostrado tener
particularidades con un gran interés desde el punto de vista agrondmico. Es decir, el cultivar
37-A de Solanum muricatum puede ser uno de los cultivares a tener en cuenta a la hora de
afrontar la mejora genética del pepino dulce, por poseer caracteristicas que pueden resultar
atractivas tanto para el productor como para el consumidor, y que no se encuentran en los
cultivares tipicos de Solanum muricatum.
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La representacion en dos dimensiones de la dispersidn de las distintas entradas en funcion de

las componentes 1y 3, generada a partir del andlisis de componentes principales, se muestra

en la figura.
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Figura 21. Diagrama de dispersién 2D en funcién de las componentes 1y 3.

Con la componente 3, la agrupacién mas destacable es la relativa a entradas pertenecientes a la especie

silvestre Solanum caripense, dada la proximidad morfolégica comprobada.

4. 2. Caracterizacion molecular

Se llevd a cabo el andlisis de 20 loci microsatélites de tomate, los cuales se habia demostrado

que amplifican en otras especies relacionadas (Frary et al., 2005). De estos 20 loci se

seleccionaron 14 loci que amplificaron correctamente y presentaban polimorfismo (tabla 9).

De los 6 loci restantes, 3 no amplificaron (SSR13, SSR51 y SSR136) y 3 no fueron polimadrficos

en las especies estudiadas (SSR38, SSR248 y SSR150), por lo cual no se seleccionaron.

El nimero de alelos varié para cada locus, estando comprendido entre 2 alelos para el locus

con menor numero de ellos y 8 alelos para que con mayor ndmero, con un promedio de 4.07
alelos por locus (tabla 9).

Tabla 9. Relacién del nimero de alelos y tamaiio de los mismos encontrados para cada locus

microsatélite que amplificé y presentaba polimorfismos.

Nombre locus Ne total de alelos Tamainio de los alelos (pb)

SSR52 3 201, 205, 210

SSR285 4 281, 290, 293, 297

SSR128 5 158, 161, 164, 167, 170

SSR20 8 188, 191, 194, 197, 200, 203,
205, 206

SSR45 6 153, 156, 159, 161, 164, 169

SSR578 2 324,327

SSR80 2 225,227
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SSR111 4 211, 215, 218, 223

SSR306 6 259, 263, 266, 268, 270, 276
SSR593 4 288, 291, 294, 297

SSR590 4 215, 219, 223, 233

SSR43 4 234, 237, 240, 243

SSR14 3 175,178, 181

SSR66 2 245, 248

Analizando la tabla de loci con sus respectivos alelos para cada entrada (Anexo VI) resultante
de las pruebas molecular realizadas se pueden extraer una serie de generalidades que
describirian a grandes rasgos estos resultados moleculares.

En el caso del analisis de los alelos presentes en los loci de la especie cultivada, Solanum
muricatum, se puede apreciar que muchas de las entradas correspondientes a esta especie
comparten mayormente los mismos alelos, es decir, son monomorficas entre ellas. Ademas, se
encontré que predominan los loci homocigotos, es decir, con dos copias del mismo alelo. El
proceso de domesticaciéon, como se sabe, conduce a la homogeneidad genética entre las
poblaciones (Harlan, 1992), y esto es lo que podria explicar dicho monoformismo entre loci y el
alto grado de homocigosis de entradas correspondientes a la misma especie cultivada. No
obstante, existen entradas que no siempre siguen el patron monomorfico del resto. Un
ejemplo claro de esto es la entrada EC-12, la cual en practicamente ningun loci comparte el
mismo patrén alélico que las otras muricatum, excepto en los loci SSR20, SSR45 y SSR66, en los
cuales lo comparte, ademas, con la mayoria de especies silvestres. Esto podria indicar que EC-
12 no corresponde verdaderamente a la especie Solanum muricatum, ya que difiere
considerablemente en el aspecto molecular, ademas de en el morfolégico, como se ha
explicado en la caracterizacién morfoldgica. Ademas, esta hipdtesis puede verse reforzada por
el hecho de que comparte muchos de los alelos con las especies silvestres, como en el locus
SSR52 con E-34, en el locus SSR285 con EC-40.9, en el locus SSR80 con E-257, E-34, E-80, E-62,
QL-003, E-7 y Birm-S/1034 o en el locus SSR593 con EC-40.9 y E-62.

Es también resefiable el caso de 37-A, la cual, si bien en algunos loci coincide en cuanto a
alelos con la gran mayoria del resto de entradas de Solanum muricatum (loci SSR52, SSR128,
SSR45, SSR578, SSR11, SSR14 Y SSR66), en otros no se corresponde con ellos (loci SSR285,
SSR80, SSR306, SSR593 y SSR43) pero si con los alelos de algunas de las entradas silvestres.
Esta evidente mezcla alélica entre Solanum muricatum y las especies silvestres puede hacer
indicar que la entrada 37-A es un hibrido entre muricatum y una especie silvestre, lo que a su
vez explicaria sus caracteristicas morfoldgicas intermedias entre cultivada y silvestre,
anteriormente citadas.

Otras entradas pertenecientes a la especie cultivada también difieren en ocasiones del patrén
alélico en aquellos loci donde predomina el monomorfismo en Solanum muricatum. Es el caso
de Otavalo (loci SSR20, SSR578, SSR80, SSR43), Col-1 (loci SSR285, SSR111, SSR306, SSR43), Pt-
154 (loci SSR52, SSR20, SSR306), RP-1 (loci SSR128, SSR20, SSR593), OV-8 (locus SSR20), CH2-
22 (locus SSR45), Kawi (loci SSR578, SSR80) y Valencia (locus 578). No obstante, en la mayor
parte de estos casos si compartian uno de los dos alelos con aquellos de la tendencia
monomorfica. Las entradas consideradas como cultivares modernos (EI Camino, Kawi, Sweet
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Long, Sweet Round, Puzol, Valencia y Turia (IPGRI y COMAYV, 2004)), con pequefias variaciones
en loci aislados, coinciden en sus alelos y establecen el patron monofdérfico propiamente
encontrado en la especie cultivada.

En cuanto a las especies silvestres, el grado de polimorfismo y de heterocigosis aumenta
considerablemente al compararlo con el de las entradas de la especie cultivada. No obstante,
si se puede diferenciar una clara tendencia por parte de las entradas de Solanum caripense a
coincidir en muchos de sus alelos, dejando asi patente su natural cercania genética, e incluso
en bastantes loci todas las entradas caripense poseen al menos uno de sus alelos iguales, como
es el caso de los loci SSR52, SSR20, SSR578, SSR111, SSR590, SSR43, SSR14 y SSR66. En los
otros loci también se observan similitud en cuanto a alelos entre estas entradas, con la
excepcion de los loci SSR128 y SSR45, donde si se observa un alto grado de polimorfismo entre
ellas.

Las otras entradas silvestres, E-257 (Solanum tabanoense), E-34 (Solanum trachycarpum), E-80
(Solanum catilliflorum) y E-62 (Solanum perlongystilum) llegaron a resultar en algunos loci
(SSR578, SSR80, SSR590, SSR66) completamente monomorficas, aunque en el resto de loci la
ténica general es la discrepancia polimdrfica en al menos una de ellas. En cuanto a
coincidencia de alelos, en algunos casos los alelos de estas especies coinciden con el
monomorfismo de las muricatum, mientras que en otros lo hacen con los alelos recurrentes de
las caripense.

Es de resaltar la presencia de los loci que presentan un caracter altamente polimérfico y
heterocigoto y, por lo tanto, mas informativos en cuanto a la variabilidad intra e
interespecifica. El caso mas claro es el del locus 4, en el cual se distinguen hasta 8 alelos
distintos, siendo uno de ellos el mayoritario (203) acompafnado por otro alelo distinto (elevada
heterocigosis). En este locus se encuentran hasta 6 combinaciones alélicas distintas solo en
Solanum muricatum y 3 en Solanum caripense (de las 4 entradas analizadas de esta especie), lo
que demuestra la alta variabilidad que existe en esta posicidn genética.

El locus 9 también es altamente variable, existiendo hasta 5 combinaciones alélicas distintas en
Solanum muricatum y también 5 entre 7 entradas distintas referentes a las especies silvestres.

A su vez, existen loci que son altamente monomorficos entre las entradas de Solanum
muricatum pero polimérficos en las especies silvestres. Es el caso de los loci SSR128, SSR80, y
SSR306 y SRR593 en menor medida, donde con una homocigosis en la especie cultivada
relativamente alta, las especies silvestres presentan un grado de polimorfismo mas o menos
elevado. Por el contrario, los loci SSR578 y SSR590 se caracterizan por un monomorfismo
elevado dentro del grupo caripense y también dentro del grupo de las otras entradas silvestres
y una alta variabilidad entre las entradas de Solanum muricatum.

El locus SSR66 es el mas monomorfico de todos, ya que todas las entradas comparten los
mismos alelos en homocigosis, con una Unica excepcién: la entrada QL-003, de Solanum
caripense, que es heterocigota, presentando otro alelo mas aparte del compartido por todas
las entradas.
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4. 2. 1. Andlisis de coordenadas principales

Se llevd a cabo el andlisis de coordenadas principales a partir de una matriz de distancias
genéticas (Nei, 1974) entre las distintas entradas, resultando una explicacién por parte de la
primera coordenada del 39.38% de la variabilidad total, del 13.5% por parte de la segunda
coordenada y del 10.36% de la tercera coordenada (tabla 10). Es decir, el porcentaje
acumulado de varianza explicado entre las tres coordenadas es de un 63.24%. Un valor alto
como este da a entender que la robustez del analisis es alta, por lo que la base sobre la que
construir las conclusiones derivadas del mismo es consistente.

Tabla 10. Porcentaje de variacion explicada por las 3 primeras coordenadas

Coordenada 1 2 3
Porcentaje 39.38 13.5 10.36
Porcentaje acumulado 39.38 52.88 63.24

El andlisis de las dos primeras coordenadas principales se muestra en la figura 22.
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Figura 22. PCoA realizado a partir de la matriz de distancias genéticas entre las distintas entradas,en
funcién de las dos primeras coordenadas. Los rombos representan las entradas de Solanum muricatum;
los triangulos, las entradas de Solanum caripense; los circulos, el resto de entradas silvestres.

La explicacidn de la variacidn por parte de la primera coordenada es la mayor de todas
(39.38%), y como se puede ver en la figura, esta coordenada permite la separacién entre las
entradas pertenecientes a la especie cultivada, Solanum muricatum, de las entradas
correspondientes a las entradas silvestres, con la excepcion de la entrada EC-12, que quedd
agrupada junto con las especies Solanum trachycarpum, Solanum catilliflorum y Solanum
perlongystilum. La discusién de la significancia de esta primera coordenada es muy similar a la
realizada con la primera componente del andlisis de componentes principales. Las entradas de
la especie cultivada se ubican a la izquierda de la primera componente, dada la proximidad
genética que describen los distintos loci existente entre ellas. Las entradas silvestres E-62, E-80
y E-34, junto con EC-12, se sitlan cercanas entre ellas, mientras que las entradas
pertenecientes a la especie Solanum caripense, junto con E-257 (Solanum tabanoense) se
agrupan muy a la derecha de la primera coordenada. Este grupo se forma, ademads de por la
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patente proximidad genética de las entradas de Solanum caripense, debido a que ambas
especies, Solanum caripense y Solanum tabanoense, pueden ser especies cercanas
genéticamente, como ya se mostré en estudios anteriores (Blanca et al., 2007). Ademas, se ha
visto que estas dos especies cruzan bien, dando hibridos con fertilidad relativamente alta
(Anderson, 1979).

En el andlisis de la coordenada 2, y al igual que sucede en el de la segunda componente del
analisis de componentes principales, se vuelve a observar cémo la entrada 37-A se situa lejana
del resto de entradas de Solanum muricatum. Esto podria explicar, ahora a nivel molecular,
parte de las diferencias morfolégicas evidentes de esta entrada con el resto, como son el
tamanio de fruto y su disposicién en ramillete. Ademds, y siguiendo con la especie cultivada, las
especies modernas y emparentadas entre si, enumeradas en el andlisis de caracterizacidn
morfoldgica, vuelven a quedar muy préximas entre ellas. En cuanto a las entradas silvestres, y
al igual que sucedia con la coordenada 1, esta segunda coordenada vuelve a separar a Solanum
caripense del resto de especies silvestres, con la excepcién, de nuevo, de Solanum tabanoense.

El analisis de las coordenadas 1y 3 se muestra en la figura 23.
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Figura 23. PCoA realizado a partir de la matriz de distancias genéticas entre las distintas entradas,en
funcién de las coordenadas 1 y 3. Los rombos representan las entradas de Solanum muricatum; los
triangulos, las entradas de Solanum caripense; los circulos, el resto de entradas silvestres.

Nuevamente, la coordenada 3 agrupa a las entradas correspondientes a Solanum caripense:
EC-40.9, E-7, QL-003 y Birm S/1034. Ademas, las entradas consideradas como cultivares
modernos de Solanum muricatum quedan completamente agrupadas entre ellas.

Todas estas coincidencias encontradas en los anadlisis de componentes principales y de
coordenadas principales no hacen mas que reafirmarse entre si y dar consistencia a los
resultados obtenidos. Es por ello que, para estudiar mas en profundidad la relacién entre la
variacion morfoldgica y la variacidén genética halladas, se llevd a cabo un test de Mantel, con el
fin de encontrar las correlaciones existentes entre ambas matrices de distancias, la
morfoldgica y la genética.

La recta de regresidn generada a partir de dicho test de Mantel se muestra en la figura 24.
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Figura 24. Grafica matriz de distancias genéticas (eje X) vs matriz de distancias morfoldgicas (eje Y), con
su correspondiente recta de regresidn, ecuacion de la misma y valor de R2.

Se puede observar cierta relacién directa entre los datos morfolégicos y los moleculares, ya
que los puntos quedan claramente orientados hacia una direccidn y parcialmente agrupados.
El valor de R? nos indica esto mismo, ya que a pesar de no ser un valor alto, si indica que entre
los datos de ambos ejes estd presente una relacion.
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5. Conclusiones




5. 1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

— La caracterizacion morfoldgica dejo patente la gran variabilidad existente tanto dentro
de Solanum muricatum como entre esta y sus especies relacionadas.

— La alta variabilidad encontrada en las especies silvestres pueden suponer un reservorio
de genes de interés para la mejora genética del pepino dulce. Un ejemplo de esto es el
elevado contenido en sdlidos solubles.

— Los resultados del andlisis de correlaciones entre caracteres puede simplificar la
realizaciéon de futuras caracterizaciones morfolégicas de pepino dulce, gracias a la
medicidn de solo uno de los caracteres implicados en la correlacién.

— El analisis de componentes principales obtenido mediante esta caracterizacion explicd
un alto porcentaje de esta variacion (51.64%). Son los caracteres relacionados con el
vigor, produccion y tamafio de los érganos los mayores responsables de esta variacion.
La primera componente de este andlisis separa claramente a Solanum muricatum de
las especies silvestres. La segunda componente separa, dentro de las especies
silvestres, aquellas entradas pertenecientes a Solanum caripense, posible ancestro
silvestre del pepino dulce.

5. 2. CARACTERIZACION MOLECULAR

— Generalmente, se encontré un alto grado de monomorfismo en las entradas
pertenecientes a Solanum muricatum, los loci de las cuales, ademas, presentaban un
elevado grado de homocigosis, probablemente debido al proceso de domesticacién
propio de especies cultivadas.

— ElI grado de polimorfismo y heterocigosis en las especies silvestres fue
considerablemente superior a los de la especie cultivada. Por su parte, las entradas de
Solanum caripense si presentaban mayor coincidencia alélica entre ellas.

— El anadlisis de coordenadas principales dio como resultado una explicaciéon de la
variabilidad molecular total de 63.24% entre las 3 primeras coordenadas. La primera
separaba las entradas pertenecientes a Solanum muricatum de las entradas silvestres,
y dentro de estas ultimas, las caripense del resto de silvestres. La segunda coordenada
separa la entrada 37-A del resto de entradas muricatum, y las caripense del resto de
entradas silvestres.

— El test de Mantel pone de manifiesto que existe relacidn entre las distancias
morfoldgicas (obtenidas a partir de los resultados morfoldgicos) y las distancias
genéticas (obtenidas a partir de los resultados moleculares).

— La variabilidad observada a nivel intra e interespecifico en las caracterizaciones
morfoldgica y molecular llevadas a cabo puede abrir nuevas vias en futuros proyectos
de mejora genética en pepino dulce
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7. Anexos




ANEXO |
Compuestos volatiles del aroma. Rodriguez-Burruezo et al. (2004)

esters
ethyl acetate
propyl acetate
butyl acetate
pentyl acetate
hexyl acetate
octyl acetate
(2)-hex-3-en-1-yl acetate
(2)-non-6-en-1-yl acetate
2-methylpropyl acetate
3-methylbutyl acetate
3-methylbut-3-en-1-yl acetate
3-methylbut-2-en-1-yl acetate
2-methylene-butan-1,4-diyl diacetate
(2)-2-methylbut-2-en-1,4-diyl diacetate
(E)-2-methylbut-2-en-1,4-diyl diacetate
3-methylbut-3-en-1-yl 3-methylbutanoate
3-methylbut-2-en-1-yl 3-methylbutanoate
3-methylbut-2-en-1-yl 2-methylbutanoate
methyl 3-methylbut-2-enoate
butyl 3-methylbut-2-enoate
3-methybutyl 3-methylbut-2-enoate
3-methylbut-3-en-1-yl 3-methylbut-2-enoate
3-methylbut-2-en-1-yl 3-methylbut-2-enoate
3-methylbut-2-en-1-yl 2-methylbut-2-enoate
aldehydes and ketones
hexanal
(Z2)-hex-3-enal
(E)-hex-2-enal
(2)-non-6-enal
(E,Z)-nona-2,6-dienal
(E)-non-2-enal
(E,E)-deca-2,4-dienal
acetoin (2-hydroxy-3-butanone)
nonan-2-one
undecan-2-one
tridecan-2-one
pentadecan-2-one
heptadecan-2-one
alcohols
butan-1-ol
(E)-hex-2-en-1-ol
(2)-non-6-en-1-ol
(E,Z)-nona-2,6-dienol
2-methyl-3-buten-2-ol
3-methyl-3-buten-1-ol
3-methyl-2-buten-1-ol
pentadecan-2-ol
heptadecan-2-ol
miscellaneous
B-damascenone
2,5-dimethyl-4-methoxy-3(2H)-furanone (mesifuran)
linalool
nerolidol
4-nonanolide (¢- nonalactone)
4-decanolide (¢-decalactone)
5-dec-2-enolide (massoia lactone)



ANEXO 1l
Extraccion de ADN gendmico de planta (método CTAB modificado)

e Pesar 50-75 mg de tejido vegetal. Congelar en nitrégeno lfiquido (o a -802C y después
se pasa a nitrégeno liquido).

e Triturar mientras estd congelado en un eppendorf con un homogeneizador o con
bolitas de metal.

e Afiadir 700 pL de tampon de extraccién + 1,4 ulL de B-mercaptoetanol (se agita
suavemente hasta homegeneizar la muestra). Preparar el tampdén con el
mercaptoetanol para todas las muestras inmediatamente antes de realizar la
extraccion.

e Cambiar de eppendorf para evitar roturas e incubar durante 30' a 652C.

e Afadir cloroformo : alcohol isoamilico (24:1) hasta llenar el tubo (unos 700 pL). Agitar
suavemente.

e Centrifugar a 11.000 rpm durante 5'.

e Recuperar la fase acuosa y ponerla en un tubo nuevo.

e Afiadir etanol absoluto (unos 700 uL) a cada eppendorf. Agitar suavemente.

e Mantener 10" a -202C (6 5' a -802C).

e Centrifugar a 13.000 rpm durante 5'.

e Eliminar o decantar el sobrenadante con precaucién de no perder el precipitado.

e Lavar el ADN con 300 pL de etanol 70% (resuspender el precipitado).

e Centrifugar a 13.000 rpm durante 5'.

e Eliminar o decantar el sobrenadante con muchar precaucion de no perder el
precipitado.

e Secar el pellet o precipitado.

e Resuspender el pellet o precipitado en 50-100 uL de TE.



ANEXO Il

Valores de los caracteres morfolégicos para cada una de las entradas

Plant.siz
Puzol 6,6
SR 6,2
SL 4,33333333
Otavalo 3
Quito 6,6
El Camino 5,4
Kawi 4,6
Turia 3,8
Valencia 5
37-A 4,6
EC-12 6,6
Col-1 4,6
0OV-8 4,6
QL-013 7
CH2-22 5
PT-154 34
EC-40.9 7
E-7 7
Birm S/1034 7
E-257 7
E-34 5
E-80 5
E-62 7
RP-1 4,2
Ant.leaf.vei
Puzol 3
SR 3,4
SL 3
Otavalo 5
Quito 3,8
El Camino 3
Kawi 3
Turia 3
Valen 3,8
37-A 5
EC-12 3
Col-1 3
ov-8 5
QL-013 3
CH2-22 4,6
PT-154 3
EC-40.9 3,4
E-7 3
Birm S/1034 3
E-257 3
E-34 3
E-80 3
E-62 3
RP-1 5

Stem.lenght

43
50,2
a4
48,8
60,4
53,4
46,8
47,6
43,8
64,4
79,8
53,4
70,6
104,2
50,6
46,4
99
143,8
115
96,2
63,2
93,6666667
99,2
52

Leaf.sur.att
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v
s w

4,6
3,8
4,2
4,6

W W WU www

igour Deg.ram Int.anthoc  Root.prot
5 4,6 0 5
58 58 0 5
5 5,66666667 0 5
5 7 0 7
6,6 3 0 5
54 5 0 3,8
4,6 5 0,6 54
4,6 3 0 4,2
5 5 0 5
5 5 0 3,8
5 4,6 0 1,2
5 5 0 3,4
3 3 0 3,4
7 5 5 3
5 5 0 5
3,4 4,2 1,8 3
7 3,4 1,2 0
7 4,6 0,6 3
7 5 3 3
5 3 0 3
4,2 4,6 0 3
3 3 3 0
5 5 0 3
5 58 3 7
Num.leaf.grcInfl.typ Num.flow.in Corol.shap
9 3 16,7 1
12,2 3 14,7 1
9 3 14,1666667 1
14,6 1 14,1 1
12,8 3 23,5 1
14,2 2,6 17,9 1
8,4 3 15,1 1
10,6 3 14,6 1
9,6 1,8 17,6 1
17,4 3 11,6 1
18,6 2 19,3 2
12 1 11,6 1
15,6 3 36,2 1
16 1,4 15,2 2
10,8 1,2 12,6 1
11 2,6 19,8 1
16,4 1,2 11,1 1,4
18,6 3 36,6 3
17,8 1 20,5 2,2
17,2 1 14,1 1
18,5 1,25 3,625 2
12,6666667 1 7,16666667 2
17,6 1 9,5 2,2
10 3 38,1 1

Stem.pub

~
N
DO WWWWWWwwww

w

AN NOUVUOLUEAEWWOUW

g

Corol.col
3,6
3,8
4
3,4
4
3

[

1

6
34
5,2
2,46

Stem.col

2
34
2
3,2

N
[SREN]

W w
W o NRFEF P NNPOODAONBENREBAENNSDPD

-

Sep.leng
5,26666667
4,35333333
5,63333333

5,52
4,98666667
5,25333333

5,89333333
5,21333333
6,32666667
7,61333333
5,25333333

57

3,91333333
6,31333333
4,86666667
7,55333333
5,65333333
5,71333333

6,16
5,02

7,06666667
5,44444444,
6,44666667
5,79333333

Intern.leng Pet.leng

58
5,56666667
5,83333333
2,26666667

6,03333333
5,46666667
5,83333333
5,6
5,06666667
4,33333333
5,23333333
4,5
5,23333333
7,16666667
5,36666667
4,23333333
7,73333333
9,25333333
7,50533333
8,23333333
4,33333333
8,61111111
7,4
5,23333333

Sta.leng
5,73333333
5,97333333
6,12222222

5,22
6,2
5,83333333
6,02666667
6,07333333
6,35333333
5,58
5,68
6,33333333
5,24666667
5,94666667
5,82666667
5,73333333
5,86
6,44666667
57
6,62
4,6
4,63333333
5,48
6,5

Pet.col

72,6666667 1,8
73 2,2
72,2222222 2
40 2
69,3333333 2
71,7 2
59,6666667 2
71 2
72,6666667 2
82,3333333 3,4
84,3333333 1,24
38,6666667 1,4
54,6666667 2,8
70 2
66,3333333 2
47 2,2
53,3333333 2,6
78,3333333 3,2
93,3333333 2
56 1
64 1
83,3333333  1,66666667
75,6666667 1,8
72,6666667 3,4

Sty.ex Poll.prod
2,41333333 3,8
2,55333333 5
2,23333333 3
3,5 3
2,84666667 54
2,54 4,6
3,71333333 3
2,22666667 3,8
3,14666667 4,2
3,56666667 3
4,96666667 3,4
3,91333333 3
1,42 1,26
4,64 6,2
3,54 3,4
3,66 0
5,22666667 5
3,15333333 7
4,21333333 5
3,65333333 5
1,31666667 7
4,43333333 5
4,3 54
1,43333333 4,6

Fol.dens

4,6
3,8

4,6
4,6

4,2

3,8
54

Nmb.fr
2,2
2,6
3,5
4,33333333
3,4
2,86666667
2,25
1,93333333
4.4
6,26666667
2,76666667
2,4
1,36666667
4,46666667
1,73333333
1,46666667
2,66666667
3,43333333
4,46666667
3,03333333
3,13333333
1,33333333
3,43333333
2

Leaf.att

NP

N
N O NNNOONWOODEN W W

Ol g
[SREN]

2,8

Nmb.fr.ppl
8
11
10,6666667
14,8
15,4
11
6,25
7,8
16,2
23,6
6,8
13
3,4
16,2
58
2,8
16,6
56
18
9,8
22,2
3,5
10
15,4

Leaf.leng

33,6666667
32,6333333
29,6666667
24,9666667
33,0333333
34
34,4
32,7333333
34,9333333
37,0666667
28,9333333
25,3666667
27,1
31,0333333
31,8666667
26,6333333
196
33,9666667
34,3666667
23,2333333
23,9
25,6666667
23,1
31,2666667

Size unif.
58
5
5
5,4
3
58
5,5
6,2
5
54
6,6
4,2
4,6
6,2
4,2
58
58
7
6,6
6
5
5
54
4,6

Leaf.
11,2333333
11,7
18,5555556
22,7666667
12,1333333
18,1
11,3333333
18
30,6
33,9666667
23,0333333
25,6333333
15,5
32,1666667
23,6333333
23,1333333
18,5333333
33,0333333
29,7666667
17,0666667
11
23,5555556
27,3666667
25,4333333

Fr.leng
10,898
7,17
11,3475
6,025
6,56
7,614
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15,48
13,095
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1,3697206
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6,83
8,29333333
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Puzol
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Turia
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-1,00526372
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ANEXO IV

. s

Valores de correlacion de cada cardcter con respecto al resto de caracteres

Plant_siz
Stem_lenght
gour
Deg_ram
Int_anthoc
Root_prot
Stem_pub
Stem_col
Intern_leng
Pet_leng
Pet_col
Fol_dens
Leaf_att
Leaf_leng
Leaf_wid
Ratio
Leaf_type
Num_leaf
Leaf_col
Ant_leaf _vei
Leaf_sur_att
Num_leaf g
Infl_typ
Num_flow_i
Corol_shap
Corol_col
Sep_leng
Sta_leng
Sty_ex
Poll_prod
Nmb_fr
Nmb_fr_ppl
Size un
Fr_leng
Fr_width
Pos_widest
Leng_Wid

L

a

b
Sec_col_mot
Surf_cover
Epid_gloss
Inn_plcleng
Inn_plc brd
Inn_plcratio
Fr_flesh col
Fr_flvour
Pres_bitter
Nb_seedpfr
Seed col

Seed diam
Fr_crack
Brix

Plant_siz

0,6843
0,6476
-0,2504
0,1489
-0,4429
04976
-0,3579
07213
04375
-0,1536
-0,346
04769
0,02
0,0594
0,1083
01748
0,141
-0,019
-0,4249
-0,3108
0,5024
-0,2043
0,0177
0,5392
-0,4382
-0,1659
0,1945
04014
0,6387
0,2001
0,0975
0,2964
-0,4724
-0,5567
-0,2166
-0,1811
-0,4569
-0,2064
-0,2493
-0,4126
0,0185
0,377
-0,4588
-0,5418
0,0662
-0,3849
-0,6033
0,2084
0,658
0,5268
04543
-0,4898
0,5445

Stem_lenght Vigour

0,6843

0,4658
-0,2658
0,4035
-0,609
0,6169
-0,2042
0,7885
0,346
0,0986
-0,3792
0,2548
-0,1993
04593
-0,4004
0,6098
0,5625
-0,0979
-0,2785
-0,6321
0,743
0,355
0,1664
0,8434
-0,5578
0,058
-0,0174
04747
0,5631
02228
0,0068
0,5147
-0,7114
-0,7254
-0,4112
-0,35%
0,312
-0,1541
-0,4085
-0,3251
02121
-0,5489
-0,6348
-0,5861
-0,0025
-0,5382
-0,8137
0,4767
08175
0,3346
0,111
-0,1487
0,6747

0,6476
0,4658

0,1901
02131
0,0032
0,123

-0,0373
03729
0,475
0,1802
0,1313

-0,0766
0,2361
02571

-0,0767
01731
0,3562

-0,2065
-0,164

-0,2306
0,2966

-0,0682
0,1207
0,329

-0,5597

-0,0084
0,4746
0,3203
0,5812
0,5089
0,439

0,245

-0,1887

-0,2607

-0,2355

-0,0423

0,229

0,07

-0,2004

-0,3359
0,1046

-0,3959

-0,2213

-0,3255
0,0686

-03113

-0,3691
0,0806
04718
0,366
03913

-0,0727
0,0652

Deg_ram
-0,2504
-0,2658

0,1901

0,0054
0,582
-0,2185
0,153
-0,4728
-0,0261
0,1429
0,699
-0,3385
0,243
0,252
-0,2139
-0,0311
0,2016
-0,2064
0,2387
-0,0103
-0,137
-0,0274
-0,0325
-0,0474
0,0342
0,227
0,0532
-0,0612
-0,0288
0,3948
0,3076
0,041
0,1018
0,2071
-0,07%5
-0,0048
0,4138
0,0502
0,2752
-0,1044
0,0127
-0,0202
0,0895
0,1481
0,0028
0,103
0,1366
0,15
-0,18%
-0,3535
-0,2759
0,448
-0,1988

Int_anthoc Root_prot

0,1489
0,4035
0,2131
0,0054

0,231
0,3619
0,077
0,3591
0,2276
0,1826

-0,1634

-0,0638
0,0051
0,4109

-0,28%
0,349
0,3907
-0,133

-0,1054

-0,3152
0,0578

-0,2178
0,138

0,358

-0,3918
0,2576

-0,0538
0,3106
02115
0,0211
0,0879
0,2327

-0,3791

-0,1964

-0,4878

-0,3543
0,1431

-0,0212

-0,2181
0,0768
0,268

-0,1902

-0,3193

-0,06%
-0,147

-0,29%

-0,4168
0,178
0,2701
-0,056

-0,0767

-0,1386
0,293

-0,4429
-0,609
0,0032
0,582
-0,231

-0,4412
0,1503
0,553

-0,1781
0,232
0,6915

-0,3664
0,4556

-0,1491
0,2371
-0,497

-0,2289
0,0706
0,4784
0,3583

-0,53%9
0,3997
0,2791

-0,5334
0,3353

-0,1091

0,337

-0,5744

-0,1874
0,1306
0,1413

-0,3579
0,5493
0,5955
0,1812
0,2201
0,5427
0,1789
0,3646
0,1364

-0,1797
0,4158

0,475
0,2707
0,2102
0,4286

0,521
0,393

-0,5208

-0,3576

-0,1043
0,2867

-0,6524

Stem

_pub  Stem_col
0,4976 -0,3579
0,6169 -0,2042
0,1236 -0,0373

-0,2185 0,1532
0,3619 0,0777

-0,4412 0,1503

-0,3404

-0,3404
0,7021 -0,2909
0,2933 -0,2809

-0,2223 0,7242

-0,3188 0,1727
0,2921 -0,1894

-0,2402 0,0359
0,2621 0,0948

-0,3025 -0,1156
0,4705 0,046
0,3071 0,034
0,0233 -0,0498

-0,4159 0,5914

-0,4254 -0,0657
0,2118 -0,1714

-0,3788 0,2816
0,0379 0,1863
0,5406 -0,3861

-0,2761 -0,0171
-0,235 0,0741
0,0085 -0,0446
0,5572 -0,0028
0,2445 -0,4671

-0,1668 0,0116

-0,4835 0,0649

0,343 -0,1638

-0,3901 0,0652

-0,3986 0,3608

-0,4503 -0,2833

-0,2816 -0,1955
0,0027 0,1459

-0,1267 0,5906

-0,1082 -0,198
-0,156 0,4178
0,2254 0,1773

-0,2244 0,0969

-0,3243 0,0066

-0,3188 0,2758
0,0158 -0,1626

-0,3006 0,1987

-0,5601 0,4397
0,1637 -0,064
0,3666 -0,4327
0,2123 -0,4879
0,1165 -0,4612

-0,1151 0,1304
0,4967 -0,5047

Intern_leng Pet_leng

07213
0,7885
03729

-0,4728
0,3591
-0,553
0,7021

-0,2909

0,4431
0,0187
-0,4995
0,5827
-0,0767
0,1695
-0,0101
0,274
0,483
-0,033
-0,4826
0,336
0,2901
-0,1537
0,099
0,5952
-0,3983
-0,1578
0,1892
0,3562
0,598
-0,0774
-0,2308
0,351
-0,3798
-0,5053
-0,2189
-0,1455
-0,3345
-0,2404
-0,3685
-0,2544
0,1769
-0,2076
0,319
-0,4458
0,1124
-0,4086
-0,6067
0,3439
0,622
0,5053
0,3633
-0,3297
0,5362

04375

0,346
0,475
-0,0261
0,2276
-0,1781
0,293
-0,2809
0,4431

0,151
-0,1729
02175
0,5393
0,2825
0,1306
-0,0027
0,151
0,056
-0,1672
-0,3036
0,1959
0,179
0,0892
0,4749
-0,1488
0,0653
-0,0609
0,0495
0,426
0,2818
0,1064
029
-0,1247
-0,4149
-0,0147
0,2139
0,1867
-0,2084
-0,0426
-0,1937
0,1484
-0,33%9
-0,1241
-0,3754
0,0285
-0,0484
-0,2618
0,171
0,2876
0,5497
0,4366
-0,5532
03137

Pet_col

-0,1536
0,0986
0,1802
0,1429
0,1826
0,2325
0,223
0,7242
0,0187

0,151

0,1591
0,111
0,3851
0,3701
-0,1075
0,0592
0,2039
0,0285
0,5764
-0,2297
-0,0474
0,5388
0,618
-0,0371
-0,18%
0,0866
0,2141
-0,1978
-0,1231
0,1609
0,085
0,0073
0,0304
0,1768
-0,2555
-0,087
0,263
0,5105
-0,227
0,2305
0,2457
-0,0026
-0,0088
0,068
-0,0663
0,209
0,497
-0,0405
-0,2124
0,23
-0,2616
0,072
-0,3782

Fol_dens

-0,346
-0,3792
0,1313
0,6699
-0,1634
0,6915
-0,3188
0,1727
-0,4995
-0,1729
0,1591

-0,2425
0,3585
0,1314

-0,0959

0,12
0,0802
-0,161
0,3566
0,1585

-0,2935
0,0134
0,0979

-0,423
0,139
0,0765
0,1701

-0,2143
0,0113
0,2683
0,2903

-0,1797
03143
03713
0,0012
0,1043
0,4149
0,2079
0,3348
-0,006

-0,2576
0,1037
0,264

0,172
0,0893
0,431
0,3968

-0,0469

-0,3285

-0,3071

-0,2617
0,453

-0,3852

Leaf_att
0,4769
0,2548

-0,0766
-0,3385
-0,0638
-0,3664
0,2921
-0,1894
0,5827
0,2175
-0,111
-0,2425

-0,0578
-0,253
0,4059

-0,1794

-0,4012
0,0758

-0,4422
0,1446
0,0262
0,0453

-0,0991

0,204
0,0855

-0,1387
-0,004
0,0023
0,3348

-0,2603

-0,2571
0,1817

-0,0546

-0,1943

0,088
0,0484

-0,3928

-0,4019
-0,143

-0,0973

-0,0078
0,1879

-0,0001

-0,1982
0,2197

-0,0903

-0,1421
0,1864
0,2618
0,3374
0,1513

-0,4146
0,4397

Leaf_leng

-0,02
-0,1993
0,2361
0,2243
0,0051
0,4556
-0,2402
0,0359
-0,0767
0,5393
0,3851
0,3585
-0,0578

0,172
0,379
-0,3209
0,0458
-0,014
0,1233
0,273
-0,3109
0,6082
0,3253
-0,1142
-0,0739
0,0146
0,3287
-0,2525
-0,0031
0,3008
0,0755
0,0592
0,5126
0,318
0,166
0,4304
0,4469
-0,0153
0,3682
0,0209
0,1876
0,119
0,46
0,0828
0,3053
0,4122
0,3793
-0,1381
-0,2991
0,2181
0,3045
-0,0481
-0,3583

Leaf_wid
0,0594.
0,4593
0,2571
0,2552
0,4109

-0,1491
0,2621
0,0948
0,1695
0,2825
0,3701
0,1314
-0,253

0,172

0,775
0,7487
0,8352

-0,2691
0,1573

-0,5988
03119

-0,2764
0,1484
0,4289
0,518
0,4669
0,1504
04328
0,0816
0,5108
0,2048
03163

-0,2652

-0,2913

-0,1564

-0,0173
0,2603
0,2309

-0,0944

-0,1673
0,1725
-0,362

0,223
0,078

-0,0777

-0,1448

-0,33
0,0973
02151

0,019

-0,0826
0,1819
0,2054

Ratio

0,1083
-0,4004
-0,0767
-0,2139
-0,28%
0,371
-0,3025
-0,1156
-0,0101
0,1306
-0,1075
-0,0959
0,4059
0,37%9
-0,7775

-0,872
-0,7939
0,1825
-0,2216
0,73%
-0,4181
0,61
0,0414
-0,3249
0,4195
-0,3325
0,081
-0,4868
0,0098
-0,3227
-0,1552
-0,2517
0,4551
03726
0,1914
0,219
-0,0374
-0,3146
0,948
0,1398
-0,0162
04345
0,414
0,1036
0,253
0,2548
0,4035
-0,2301
-0,2399
0,1761
0,2829
-0,3212
-0,2251

Leaf_type
0,1748
0,6098
0,1731

-0,0311
0,3492
-0,497
0,4705
0,046
0,274
-0,0027
0,0592
0,12
-0,179%4
-0,3209
0,7487
-0,872

0,8521
-0,0921
-0,0131
-0,7581

0,553
-0,5775
-0,0568

0,4324
-0,6535

0,2859
-0,0086

0,707

0,0511

0,2741

0,0478

0,4583
-0,5177
-0,4441
-0,2977
-0,2736

-0,187

0,118
-0,4042
-0,1606

0,1237
-0,4567
-0,4671
-0,2087
-0,1251
-0,3313
-0,5583

0,351

0,359

0,0054
-0,1945

0,2327

0,3307

Num_leaf

0,141
0,5625
0,3562
0,2016
0,3907
-0,2289
0,3071
0,0324
0,1483
0,2151
0,2039
0,0802
-0,4012
0,0458
0,8352
-0,7939
08521

-0,1187
0,1042
-0,71%
05123
-0,3764
0,093
0,5033
-0,6803
0,349
0,0614
0,5781
0,1216
0,4909
0,187
0,5466
-0,3666
-0,3804
-0,307
-0,1117
0,0697
0,1311
-0,2116
-0,159
0,1923
-0,4885
-0,3201
-0,2471
0,0062
-0,2259
-0,4559
0,2613
0,3601
0,0436
-0,0893
0,2816
0,479

Leaf_col
-0,019
-0,0979
-0,2065
-0,2064
-0,133
0,0706
0,0233
-0,0498
-0,033
0,0556
0,0285
-0,161
0,0758
-0,014
-0,2691
0,1825
-0,0921
-0,1187

0,1511
-0,081
0,0489
0,2945
0,3781
-0,2283
-0,1053
-0,5422
0,2216
-0,3321
-0,108
-0,3473
-0,246
0,0986
0,0467
0,1522
0,0465
-0,0914
-0,1209
0,0574
-0,1463
0,4451
-0,0894
0,364
-0,0231
0,0481
-0,1534
0,4921
0,1001
-0,2272
-0,1755
-0,2926
-0,2897
-0,1541
-0,0525

Ant_leaf_veileaf_sur_att Num_leaf_giInfl_typ

-0,4249
-0,2785
0,164
0,2387
-0,1054
04784
-0,4159
05914
-0,4826
-0,1672
0,5764
0,3566
-0,4422
0,123
0,1573
-0,2216
-0,0131
0,1042
0,1511

-0,2304
-0,0546
0,1481
03535
-0,4031
0,0788
0,122
-0,0712
-0,2972
03123
0,1541
0,221
0,44
-0,0078
0,1598
-0,006
-0,0043
0,282
0,5672
-0,1631
0,04
0,334
-0,0262
-0,0968
-0,0898
-0,0646
0,22%
03351
-0,0838
-0,4493
-0,4174
-0,3261
0,0387
-0,5073

-0,3108
-0,6321
-0,2306
-0,0103
-0,3152
0,3583
-0,4254
-0,0657
0,33
-0,3036
-0,2297
0,1585
0,1446
0273
-0,5988
0,73%
-0,7581
-0,7195
-0,081
-0,2304

-0,6308
0,4162
-0,123

-0,4738
0,5278

-0,1273
0,1135

0,399

-0,2747

-0,3178

-0,1769

-0,3582
0,6921
0,6278
02715
03157
0,1606

0,255
0,5668

0,19
0,0244
0,5939
0,6862
04277
0,2956
02739

0,562

-0,4649

-0,4303

-0,0752
0,0967
0,138

-0,3567

0,5024
0,7436
0,2966
-0,137
0,0578

-0,53%9
0,118

-0,1714
0,2901
0,1959

-0,0474

-0,2935
0,0262

-0,3109
0,319

-0,4181
0,553
05123
0,0489

-0,0546

-0,6308

-0,3926
-0,0205

0,657
-0,3727
0,1636
-0,2915
03151
0,4281
0,4105
0,3007
0,4119
-0,7756
-0,7668
-0,207
-0,3318
-04333
-0,1649
-0,4221
-0,3067
-0,0093
-0,6973
-0,7479
-0,597
-0,1197
-0,4582
-0,7276
0,4503
0,7285
0,229
-0,0263
-0,2141
0,6013

-0,2083
-0,3555
-0,0682
-0,0274
-0,2178
0,3997
-0,3788
0,2816
-0,1537
0,179
0,5388
0,0134
0,0453
0,6082
-0,2764

0,61
-0,5775
-0,3764
0,945
0,1481
0,4162
-0,3926

0,5354
-0,3154
0,1767
-0,146
0,3033
-0,5631
-0,2613
-0,1199
-0,2045
-0,0557
0,5293
0,5244
0,04%

0,257
0,2639
0,1178
0,2589
04172
0,3008
0,4226
0,4671
0,3501
0,1009
0,5485
0,5912
-0,3666
0,475
-0,0943
-0,0212
-0,0057
0,509

Num_flow_i Corol_shap Corol_col

0,0177
0,1664
0,1207
-0,0325
0,1386
0,2791
0,0379
0,1863
0,0995
0,0892

0,618

0,3781
0,3535
-0,123
-0,0205
0,5354

0,0567
-0,2507
-0,2982

0,0816
0,438
0,1875
0,1966

-0,0542
0,138

-0,1562
0,4606
0,1477

-0,1454

-0,1243

-0,3142

-0,2622
0,1291

-0,2053

0,5392
0,8434
0,329
-0,0474

0,358
-0,5334
0,5406
-0,3861
0,5952
0,4749
-0,0371
-0,2423

0,204
-0,1142
0,4289
-0,3249
0,4324
0,5033
-0,2283
-0,4031
-0,4738

0,657
-0,3154
0,0567

-0,2658
0,247
-0,2462
0,349
06127
0,1817
-0,0033
05151
-0,6342
-0,68%9
0,391
-0,2892
-0,0467
-0,2844
-0,081
-0,3025
02355
-0,6039
05227
-0,4886
-0,0527
-0,5142
-0,6997
03748
07982
0,3456
0,092
-0,0701
08103

-0,4382
0,578
-0,5597
0,0342
-0,3918
03353
-0,2761
-0,0171
-0,3983
-0,1488
-0,18%
0,1329
0,0855
-0,0739
-0,518
0,4195
-0,6535
-0,6803
-0,1053
0,0788
0,5278
-0,3727
0,1767
-0,2507
-0,2658

0,005
-0,4502
-0,5539
-0,1568
-0,3055
-0,1323
-0,5061

0,2923
0,2691
0,2416
0,1287
0,3914
-0,0983
0,3843
0,2358
-0,1886
0,2089
0,2895
0,2001
0,0049
0,1126
0,4246
-0,2698
-0,302
-0,1105
-0,0449
-0,0386
-0,1107

Sep_leng

-0,1659
0,058
-0,0084
0,227
0,2576
-0,1091
-0,235
0,0741
-0,1578
0,0653
0,0866
0,0765
-0,1387
0,0146
0,4669
-0,3325
0,2859
0,3495
-0,5422
-0,1222
-0,1273
0,1636
-0,146
-0,2982
0,2247
0,005

-0,1613
0,2081
0,0038
04719
0,4549

0,222

-0,0618

-0,1082
0,0007
0,1444
0,0047

-0,1312

-0,0176
0,0093
0,0614

-0,2072
0,0139

0,18
0,0614

-0,28%

-0,17%
0,0843
0,2434
0,1295

-0,0208
0,092
0,1383

Sta_leng

0,1945
-0,0174
0,4746
0,0532
-0,0538

0,337
0,0085
-0,0446
0,1892
-0,0609
0,2141
0,1701
-0,004
0,3287
0,1504

0,081
-0,0086
0,0614
0,2216
-0,0712
0,1135
-0,2915
0,3033
0,4137
-0,2462
-0,4502
-0,1613

-0,0054
0,0276
0,0778
-0,023
0,0367
0,3906
0,4028
0,0859
01773

-0,0687
0,278
0,047
0,0783
-0,037
0,4389
0,351
0,2724

0,173
0,303
0,135

-0,4235

-0,1046

-0,0131
0,1608
0,195

-0,3592



Sty_ex Poll_prod  Nmb_fr Nmb_fr_ppl Size unif_  Fr_leng Fr_width Pos_widest Leng_Wid L a b Sec_col_mot Surf_cover Epid_gloss Inn_plcleng Inn_plcbrd Inn_plcratio Fr_flesh col Fr_flvour  Pres_bitter Nb_seedpfr Seed col Seed diam  Fr_crack Brix

Plant_siz 0,4014 0,6387 0,2001 0,0975 0,2964 -0,4724 -0,5567 -0,2166 -0,1811 -0,4569 -0,2493 -0,4126 0,0185 -0,3777 -0,4588 -0,5418 0,0662 -0,3849 -0,6033 0,2084 0,658 0,5268 0,4543 -0,4898 0,5445
Stem_lenght 0,4747 0,5631 0,2228 0,0068 0,5147 -0,7114 -0,7254 -0,4112 -0,3595 -0,3122 -0,4085 -0,3251 0,2121 -0,5489 -0,6348 -0,5861 -0,0025 -0,5382 -0,8137 0,4767 0,8175 0,3346 0,1111 -0,1487 0,6747
Vigour 0,3203 0,5812 0,5089 0,4439 0,245 -0,1887 -0,2607 -0,2355 -0,0423 -0,2299 -0,2204 -0,3359 0,1046 -0,3959 -0,2213 -0,3255 0,0686 -0,3113 -0,3691 0,0806 0,4718 0,3366 -0,0727 0,0652
Deg_ram -0,0612 -0,0288 0,3948 0,3076 0,041 0,1018 0,2071 -0,0795 -0,0048 0,4138 0,2752 -0,1044 0,0127 -0,0202 0,0895 0,1481 0,0028 0,1032 0,1366 -0,15 -0,189% -0,3535 0,2448 -0,1988
Int_anthoc 0,3106 0,2115 0,0211 0,0879 0,2327 -0,3791 -0,1964 -0,4878 -0,3543 0,1431 -0,2181 0,0768 0,2686 -0,1902 -0,3193 -0,0696 -0,147 -0,2995 -0,4168 0,1728 0,2701 -0,056 -0,1386 0,2932
Root_prot -0,5744 -0,1874 0,1306 0,1413 -0,3579 0,5493 0,5955 0,1812 0,2201 0,5427 0,3646 0,1364 -0,1797 0,4158 0,475 0,2707 0,2102 0,4286 0,521 -0,393 -0,5208 -0,3576 0,2867 -0,6524
Stem_pub 0,5572 0,2445 -0,1668 -0,4835 0,343 -0,3901 -0,3986 -0,4503 -0,2816 0,0027 -0,1082 -0,156 0,2254 -0,2244 -0,3243 -0,3188 0,0158 -0,3006 -0,5601 0,1637 0,3666 0,2123 -0,1151 0,4967
Stem_col -0,0028 -0,4671 0,0116 0,0649 -0,1638 0,0652 0,3608 -0,2833 -0,1955 0,1459 -0,198 0,4178 0,1773 0,0969 0,0066 0,2758 -0,1626 0,1987 0,4397 -0,064 -0,4327 -0,4879 0,1304 -0,5047
Intern_leng 0,3562 0,5598 -0,0774 -0,2308 0,351 -0,3798 -0,5053 -0,2189 -0,1455 -0,3345 -0,3685 -0,2544 0,1769 -0,2076 -0,319 -0,4458 0,1124 -0,4086 -0,6067 0,3439 0,622 0,5053 -0,3297 0,5362
Pet_leng 0,0495 0,426 0,2818 0,1064 0,29 -0,1247 -0,4149 -0,0147 0,2139 0,1867 -0,0426 -0,1937 0,1484 -0,3399 -0,1241 -0,3754 0,0285 -0,0484 -0,2618 0,2171 0,2876 0,5497 -0,5532 0,3137
Pet_col -0,1978 -0,1231 0,1609 0,0885 0,0073 0,0304 0,1768 -0,2555 -0,087 0,263 -0,227 0,2305 0,2457 -0,0026 -0,0088 0,068 -0,0663 0,2099 0,2497 -0,0405 -0,2124 -0,23 0,0722 -0,3782
Fol_dens -0,2143 0,0113 0,2683 0,2903 -0,1797 0,3143 0,3713 0,0012 0,1043 0,4149 0,3348 -0,006 -0,2576 0,1037 0,2624 0,172 0,0893 0,2431 0,3968 -0,0469 -0,3285 -0,3071 0,4535 -0,3852
Leaf_att 0,0023 0,3348 -0,2603 -0,2571 0,1817 -0,0546 -0,1943 0,088 0,0484 -0,3928 -0,143 -0,0973 -0,0078 0,1879 -0,0001 -0,1982 0,2197 -0,0903 -0,1421 0,1864 0,2618 0,3374 -0,4146 0,4397
Leaf_leng -0,2525 -0,0031 0,3008 0,0755 0,0592 0,5126 0,318 0,166 0,4304 0,4469 0,3682 0,0209 0,1876 0,1196 0,46 0,0828 0,3053 0,4122 0,3793 -0,1381 -0,2991 0,2181 -0,0481 -0,3583
Leaf_wid 0,4328 0,0816 0,5108 0,2048 0,3163 -0,2652 -0,2913 -0,1564 -0,0173 0,2603 -0,0944 -0,1673 0,1725 -0,362 -0,2236 -0,078 -0,0777 -0,1448 -0,33 0,0973 0,2151 0,019 0,1819 0,2054
Ratio -0,4868 0,0098 -0,3227 -0,1552 -0,2517 0,4551 0,3726 0,1914 0,2195 -0,0374 0,2948 0,1398 -0,0162 0,4345 0,414 0,1036 0,2532 0,2548 0,4035 -0,2301 -0,2399 0,1761 -0,3212 -0,2251
Leaf_type 0,707 0,0511 0,2741 0,0478 0,4583 -0,5177 -0,4441 -0,2977 -0,2736 -0,187 -0,4042 -0,1606 0,1237 -0,4567 -0,4671 -0,2087 -0,1251 -0,3313 -0,5583 0,3351 0,3594 0,0054 0,2327 0,3307
Num_leaf 0,5781 0,1216 0,4909 0,1877 0,5466 -0,3666 -0,3804 -0,307 -0,1117 0,0697 -0,2116 -0,159 0,1923 -0,4885 -0,3201 -0,2471 0,0062 -0,2259 -0,4559 0,2613 0,3601 0,0436 0,2816 0,2479
Leaf_col -0,3321 -0,108 -0,3473 -0,246 0,0986 0,0467 0,1522 0,0465 -0,0914 -0,1209 -0,1463 0,4451 -0,0894 0,364 -0,0231 0,0481 -0,1534 0,4921 0,1001 -0,2272 -0,1755 -0,2926 -0,1541 -0,0525
Ant_leaf_vei -0,2972 -0,3123 0,1541 0,221 -0,44 -0,0078 0,1598 -0,006 -0,0943 0,2822 0,5672 -0,1631 0,04 -0,3324 -0,0262 -0,0968 -0,0898 -0,0646 0,2296 0,3351 -0,0888 -0,4493 -0,4174 0,0387 -0,5073
Leaf_sur_att -0,3994 -0,2747 -0,3178 -0,1769 -0,3582 0,6921 0,6278 0,2715 0,3157 0,1606 -0,2556 0,5668 0,195 0,0244 0,5939 0,6862 0,4277 0,2956 0,2739 0,562 -0,4649 -0,4303 -0,0752 0,1386 -0,3567
Num_leaf_gi 0,3151 0,4281 0,4105 0,3007 0,4119 -0,7756 -0,7668 -0,207 -0,3318 -0,4333 -0,1649 -0,4221 -0,3067 -0,0093 -0,6973 -0,7479 -0,597 -0,1197 -0,4582 -0,7276 0,4503 0,7285 0,2295 -0,2141 0,6013
Infl_typ -0,5631 -0,2613 -0,1199 -0,2045 -0,0557 0,5293 0,5244 0,0496 0,257 0,2639 0,1178 0,2589 0,4172 0,3008 0,4226 0,4671 0,3501 0,1009 0,5485 0,5912 -0,3666 -0,475 -0,0943 -0,0057 -0,5094
Num_flow -0,3644 -0,1088 -0,1605 -0,2531 0,0401 -0,0268 0,2414 -0,3029 -0,2775 0,2608 0,4688 0,0816 0,2438 0,1875 0,1966 -0,0542 0,1138 -0,1562 0,4606 0,1477 -0,1454 -0,1243 -0,3142 0,1291 -0,2053
Corol_shap 0,3494 0,6127 0,1817 -0,0033 0,5151 -0,6342 -0,6899 -0,3961 -0,2892 -0,0467 -0,2844 -0,081 -0,3025 0,2355 -0,6039 -0,5227 -0,4886 -0,0527 -0,5142 -0,6997 0,3748 0,7942 0,3456 -0,0701 0,8103
Corol_col -0,5539 -0,1568 -0,3055 -0,1323 -0,5061 0,2923 0,2691 0,2416 0,1287 0,3914 -0,0983 0,3843 0,2358 -0,1886 0,2089 0,2895 0,2001 0,0049 0,1126 0,4246 -0,2698 -0,302 -0,1105 -0,0386 -0,1107
Sep_leng 0,2081 0,0038 0,4719 0,4549 0,222 -0,0618 -0,1082 0,0007 0,1444 0,0947 -0,1312 -0,0176 0,0093 0,0614 -0,2072 0,0139 0,18 0,0614 -0,2886 -0,1795 0,0843 0,2434 0,1295 0,0926 0,1383
Sta_leng -0,0054 0,0276 0,0778 -0,023 0,0367 0,3906 0,4028 0,0859 0,1773 -0,0687 0,2278 0,0447 0,0783 -0,037 0,4389 0,3351 0,2724 0,173 0,303 0,1135 -0,4235 -0,1046 -0,0131 0,1956 -0,3592
Sty_ex 0,0468 0,2101 -0,0344 0,3429 -0,3274 -0,3446 -0,4295 -0,1586 -0,2858 -0,0535 -0,2441 -0,307 0,0885 -0,4139 -0,2765 -0,2689 0,1629 -0,5135 -0,4959 0,1476 0,3066 0,2731 0,1548 -0,0048 0,2703
Poll_prod 0,0468 0,2901 0,3993 0,1494 -0,4311 -0,6297 -0,0558 -0,0586 -0,2906 -0,3818 -0,2892 -0,4481 -0,2258 -0,4975 -0,4186 -0,6161 0,0452 -0,5666 -0,5775 0,3337 0,7013 0,5096 0,3719 -0,285 0,5587
Nmb_fr 0,2101 0,2901 0,7456 0,191 -0,0959 -0,4164 0,0741 0,3603 -0,0063 -0,1291 -0,156 -0,4435 0,0002 -0,4235 -0,1223 -0,3535 0,2313 -0,3294 -0,3213 0,1941 0,2764 0,2878 0,235 -0,1246 -0,0332
Nmb_fr_ppl -0,0344 0,3993 0,7456 -0,1216 -0,165 -0,3431 0,1419 0,1959 -0,1651 -0,065 -0,3112 -0,3347 -0,3009 -0,3453 -0,2141 -0,2606 -0,0457 -0,3679 -0,2336 0,1903 0,2635 0,1551 0,1254 -0,2155 -0,0578
Size unif_ 0,3429 0,1494 0,191 -0,1216 -0,1063 -0,3016 -0,0996 0,1157 -0,2295 -0,3032 -0,2189 0,0252 0,6002 -0,1549 0,0041 -0,1318 0,2007 -0,0002 -0,3936 0,3529 0,5002 0,2597 0,0661 0,091 0,4281
Fr_leng -0,3274 -0,4311 -0,0959 -0,165 -0,1063 0,6925 0,4576 0,7248 0,2896 -0,0279 0,3943 0,2499 0,124 0,6733 0,9789 0,4861 0,4372 0,5316 0,7055 -0,4585 -0,6057 0,0155 0,2071 0,279 -0,6394
Fr_width -0,3446 -0,6297 -0,4164 -0,3431 -0,3016 0,6925 0,0675 0,0368 0,3995 0,3369 0,5161 0,6105 0,0367 0,7116 0,6359 0,7936 0,0263 0,6787 0,8004 -0,5886 -0,7451 -0,5187 -0,2865 0,437 -0,6758
Pos_widest -0,4295 -0,0558 0,0741 0,1419 -0,0996 0,4576 0,0675 0,6508 -0,1658 -0,1608 0,026 -0,1448 -0,1741 0,2337 0,4411 0,1322 0,1177 0,3284 0,2789 0,0105 -0,1324 0,2916 0,4072 -0,1006 -0,111
Leng_Wid -0,1586 -0,0586 0,3603 0,1959 0,1157 0,7248 0,0368 0,6508 0,0257 -0,2807 0,0722 -0,1859 0,0935 0,2623 0,7341 0,0165 0,5 0,1607 0,272 -0,0935 -0,1763 0,4667 0,522 -0,0529 -0,2771
L -0,2858 -0,2906 -0,0063 -0,1651 -0,2295 0,2896 0,3995 -0,1658 0,0257 0,245 0,6431 0,3342 0,2041 0,1864 0,286 0,3547 -0,1012 0,3373 0,3997 -0,339 -0,4262 -0,3928 -0,2526 0,2975 -0,2375
a -0,0535 -0,3818 -0,1291 -0,065 -0,3032 -0,0279 0,3369 -0,1608 -0,2807 0,245 0,0196 0,3514 -0,0492 0,0118 -0,1096 0,373 -0,5207 0,4383 0,4213 -0,2147 -0,3518 -0,4294 -0,2632 0,1828 -0,3808
b -0,2441 -0,2892 -0,156 -0,3112 -0,2189 0,3943 0,5161 0,026 0,0722 0,6431 0,0196 0,2499 0,1143 0,3486 0,3961 0,5141 -0,0544 0,4214 0,5033 -0,4376 -0,3797 -0,2963 -0,1339 0,3516 -0,0774
Sec_col_mot -0,307 -0,4481 -0,4435 -0,3347 0,0252 0,2499 0,6105 -0,1448 -0,1859 0,3342 0,3514 0,2499 0,2632 0,4782 0,217 0,7026 -0,3484 0,5776 0,4977 -0,37 -0,3591 -0,5704 -0,5091 0,2415 -0,1924
Surf_cover 0,0885 -0,2258 0,0002 -0,3009 0,6002 0,124 0,0367 -0,1741 0,0935 0,2041 -0,0492 0,1143 0,2632 0,0622 0,2047 0,2488 -0,0584 0,1869 0,0207 0,0969 0,0517 -0,0454 -0,0504 0,1905 0,0726
Epid_gloss -0,4139 -0,4975 -0,4235 -0,3453 -0,1549 0,6733 0,7116 0,2337 0,2623 0,1864 0,0118 0,3486 0,4782 0,0622 0,6731 0,6107 0,165 0,5839 0,5458 -0,4648 -0,515 -0,4365 -0,2647 0,2134 -0,4056
Inn_plcleng -0,2765 -0,4186 -0,1223 -0,2141 0,0041 0,9789 0,6359 0,4411 0,7341 0,286 -0,1096 0,3961 0,217 0,2047 0,6731 0,4652 0,4957 0,4726 0,6284 -0,4168 -0,5076 0,0535 0,2155 0,3157 -0,5244
Inn_plcbrd -0,2689 -0,6161 -0,3535 -0,2606 -0,1318 0,4861 0,7936 0,1322 0,0165 0,3547 0,373 0,5141 0,7026 0,2488 0,6107 0,4652 -0,3764 0,646 0,6611 -0,4425 -0,5585 -0,55 -0,3857 0,4396 -0,3833
Inn_plcratio 0,1629 0,0452 0,2313 -0,0457 0,2007 0,4372 0,0263 0,1177 0,5 -0,1012 -0,5207 -0,0544 -0,3484 -0,0584 0,165 0,4957 -0,3764 -0,2219 -0,0949 -0,0835 0,0542 0,4402 0,4171 0,0085 -0,1563
Fr_flesh col -0,5135 -0,5666 -0,3294 -0,3679 -0,0002 0,5316 0,6787 0,3284 0,1607 0,3373 0,4383 0,4214 0,5776 0,1869 0,5839 0,4726 0,646 -0,2219 0,7289 -0,3168 -0,5948 -0,406 -0,2305 0,1771 -0,406
Fr_flvour -0,4959 -0,5775 -0,3213 -0,2336 -0,3936 0,7055 0,8004 0,2789 0,272 0,3997 0,4213 0,5033 0,4977 0,0207 0,5458 0,6284 0,6611 -0,0949 0,7289 -0,4043 -0,8376 -0,3938 -0,2065 0,3087 -0,6502
Pres_bitter 0,1476 0,3337 0,1941 0,1903 0,3529 -0,4585 -0,5886 0,0105 -0,0935 -0,339 -0,2147 -0,4376 -0,37 0,0969 -0,4648 -0,4168 -0,4425 -0,0835 -0,3168 -0,4043 0,4536 0,2993 0,0641 -0,1132 0,3281
Nb_seedpfr 0,3066 0,7013 0,2764 0,2635 0,5002 -0,6057 -0,7451 -0,1324 -0,1763 -0,4262 -0,3518 -0,3797 -0,3591 0,0517 -0,515 -0,5076 -0,5585 0,0542 -0,5948 -0,8376 0,4536 0,4817 0,2996 -0,2373 0,7678
Seed col 0,2731 0,5096 0,2878 0,1551 0,2597 0,0155 -0,5187 0,2916 0,4667 -0,3928 -0,4294 -0,2963 -0,5704 -0,0454 -0,4365 0,0535 -0,55 0,4402 -0,406 -0,3938 0,2993 0,4817 0,8954 -0,4522 0,2769
Seed diam 0,1548 0,3719 0,235 0,1254 0,0661 0,2071 -0,2865 0,4072 0,522 -0,2526 -0,2632 -0,1339 -0,5091 -0,0504 -0,2647 0,2155 -0,3857 0,4171 -0,2305 -0,2065 0,0641 0,2996 0,8954 -0,4332 0,07
Fr_crack -0,0048 -0,285 -0,1246 -0,2155 0,091 0,279 0,437 -0,1006 -0,0529 0,2975 0,1828 0,3516 0,2415 0,1905 0,2134 0,3157 0,4396 0,0085 0,1771 0,3087 -0,1132 -0,2373 -0,4522 -0,4332 -0,2577

Brix 0,2703 0,5587 -0,0332 -0,0578 0,4281 -0,6394 -0,6758 -0,111 -0,2771 -0,2375 -0,3808 -0,0774 -0,1924 0,0726 -0,4056 -0,5244 -0,3833 -0,1563 -0,406 -0,6502 0,3281 0,7678 0,2769 0,07 -0,2577



ANEXO V

Tabla de pesos de los 3 primeros componentes (caracterizacion morfolégica)

Componente Componente Componente
1 2 3
Plant.siz 0,178549 -0,124942 0,00876207
Stem.lenght 0,228371 0,0465509 0,0450624
Vigour 0,110697 0,0143513 -0,206433
Deg.ram -0,0514784 0,153591 -0,211308
Int.anthoc 0,098755 0,126412 0,0318817
Root.prot -0,175648 0,0428078 -0,190915
Stem.pub 0,146919 0,000666936 0,154104
Stem.col -0,0888067 0,209833 0,00617347
Intern.leng 0,172138 -0,11301 0,0932481
Pet.leng 0,0965889 -0,0854821 -0,123148
Pet.col -0,0435385 0,189487 -0,0923712
Fol.dens -0,0992352 0,121273 -0,218237
Leaf.att 0,0560577 -0,223374 0,136481
Leaf.leng -0,0812365 -0,0414714 -0,258687
Leaf.wid 0,104178 0,232856 -0,174798
Ratio -0,113557 -0,274536 0,0476047
Leaf.type 0,160814 0,218332 -0,0020123
Num.leaf 0,138956 0,238172 -0,145146
Leaf.col -0,0505472 -0,00904049 0,183323
Ant.leaf.vei -0,0867097 0,196685 -0,0920952
Leaf.sur.att -0,171331 -0,193942 0,00681579
Num.leaf.ground 0,201599 0,0657028 0,012724
Infl.typ -0,15081 -0,0529703 -0,0290737
Num.flow.infl -0,0465076 0,136022 0,0552312
Corol.shap 0,206073 0,027698 0,0202964
Corol.col -0,126257 -0,121278 0,0704884
Sep.leng 0,045099 0,0862443 -0,177112
Sta.leng -0,053226 -0,00416658 -0,107914
Sty.ex 0,151608 0,0694913 -0,0170512
Poll.prod 0,16444 -0,115109 -0,0930709
Nmb.fr 0,085289 0,0601275 -0,359802
Nmb.fr.ppl 0,0540215 0,0336051 -0,283197
Size unif. 0,117634 0,0181079 -0,028498
Fr.leng -0,196216 -0,124925 -0,146968
Fr.width -0,226783 0,0434976 0,0354336
Pos.widest -0,0727745 -0,183907 -0,125713
Leng/Wid -0,0670079 -0,185975 -0,264953
L -0,112697 0,143005 -0,0700207
ATAN(b/a) 0,128163 -0,209753 -0,0237782
Sec.col.mott -0,131409 0,108016 0,198852
Surf.cover 0,00882258 0,0511524 0,0335865
Epid.gloss -0,183421 -0,0698817 0,0973793
Inn.plc leng -0,177614 -0,13176 -0,136069
Inn.plc brd -0,177169 0,0915602 0,0910389
Inn.plc ratio -0,00246765 -0,167294 -0,192203
Fr.flesh col -0,18132 0,0418329 0,0544798
Fr.flvour -0,232305 0,0116606 -0,00568211
Pres.bitter 0,140018 -0,0000140357 -0,0124233
Nb.seedpfr 0,217611 -0,0600735 -0,00741696
Seed col 0,126463 -0,250553 -0,168952
Seed diam 0,0655152 -0,258246 -0,191039
Fr.crack -0,0797378 0,175987 -0,0168963
Brix 0,189992 -0,0549135 0,138369




ANEXO VI

télite con sus respectivos alelos para cada entrada

I miICrosa

Tabla de los loc

Sample no.
Puzol
SR
SL
Otavalo
Quito
El Camino
Kawi
Turia
Valencia
37-A
EC-12
Col-1
ov-8
QL-013
CH2-22
PT-154
EC-40.9
E-7
Birm S/1034
E-257
E-34
E-80
E-62
RP-1
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Puzol
SR
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Otavalo
Quito
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Valencia
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0oVv-8
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