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RESUMEN

El meldn es una hortaliza de importancia mundial, siendo Asia el continente de
mayor produccion. Dentro de Asia, Turquia es el mayor pais con mayor produccion.

Pertenece a la familia Cucurbitaceae, género Cucumis, subgénero Melo. Tiene
un ndmero cromosomico bésico de x=12. Presenta elevada variabilidad de color,
forma, color de la pulpa y tamafo. Pitra et al., (2002) realizaron una clasificacion
intraespecifica, de Cucumis melo L. en 15 variedades: conomon, makuwa, chinensis,
momordica, acidulus, dudaim, cantalupensis, reticulatus, adana chito, chandalak,
ameri, inodorus, flexuosus y chate.

Harlan (1951) describi6 Turquia como un microcentro de diversidad de
Cucurbitaceas. Se considera que Turquia es uno de los paises con mayor diversidad en
el cultivo de Cucumis melo var flexuosus, una de las variedades botanicas admitidas
por casi todos los estudios. Los recursos genéticos de melon de tipo flexuosus
pertenecientes al National Gene Bank se recogieron en la region del Sudeste de
Anatolia en 1992 y el material fue evaluado segun los caracteres de la planta y del
fruto (Besirli y Yanmaz 1999). Actualmente hay un proyecto en curso para comparar
la diversidad morfoldgica y molecular del snakemelon.

Debido a la disponibilidad de material procedente de la universidad de Cukurova,
se decidio realizar un ensayo con el objetivo de caracterizar molecularmente las
entradas previamente clasificadas como flexuosus y estudiar la variabilidad existente
dentro de este grupo.

Se emplearon entradas flexuosus de la universidad de Cukurova y otras con
otros origenes. Se emplearon también entradas de otros grupos de melon para estudiar

la distribucion del grupo flexuosus respecto a los otros grupos de melén.

Se emplearon marcadores moleculares AFLP, que fueron bastante
informativos a pesar de su dominancia. Con los datos obtenidos se pudo concluir que
la variacién en las entradas de flexuosus de Turquia es elevada y superior a la de los
paises representados como controles. Algunas de las entradas previamente clasificadas

como flexuosus han resultado pertenecer a otros grupos.
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The melon is a vegetable of worldwide importance and Asia was the place
where most of it was produced. Turkey is the country in Asia with the highest melon
production.

The melon belongs to the Cucurbitaceae family and within it, to the Cucumis
species. The melon has a Basic x=12 chromosome number. It has a high variability in
colour, shape, pulp colour and size. Pitrat et al., (2002) carried out an intraspecific
classification of Cucumis melo L. in 15 varieties: conomon, makuwa, chinensis,
momordica, acidulus, dudaim, cantalupensis, reticulatus, adana chito, chandalak,
ameri, inodorus, flexuosus y chate.

Harlan (1951) described Turkey as a microcenter of variety in Cucurbitaceas.
Turkey is considered to be one of the countries with the highest number of varieties in
the cultivation of Cucumis melo var flexuosus, one of the botanical varieties admitted
by almost all the studies is the flexuosus variety and. The genetic resources belonging
to the flexuosus type from the National Gene Bank were collected in the region in
South-east Anatolia in 1992 and the material was assessed according to the plant and
fruit characteristics (Besirli y Yanmaz 1999). At present there is a project which is
comparing the morphological and molecular variety of the Turkish and world
snakemelon.

Because of the availability of material from Cukurova University, it was
decided to make a test aimed at characterizing molecularly the entries previously
classified as flexuosus and to study the variability in this group.

In order to do this Cukurova University entries were used as well as other
entries of flexuosus with different origins. Entries of other types of melons were also
used in order to study the distribution of the flexuosus group in contrast to the other
types of melon groups.

Molecular AFLP markers were used. They were quite informative in spite of
their dominance. With the data obtained one could conclude that there is little
variability within the flexuosus group from Turkey. However, regarding the total
number of flexuosus studied entries it has been noticed that there is some variety.
Some of the entries previously classified as flexuosus have turned out to belong to

other groups.
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1. INTRODUCCION

1.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CULTIVO DE MELON

1.1.1. El melon en el mundo

El melén pertenece a la familia de las Cucurbiticeas, en la que también se
encuentran otros cultivos de importancia, como son: sandia, pepino, calabaza y
calabacin.

En el Anuario de produccién de la FAO (FAOSTAT, 2007) se agrupan los datos
relativos a melones (Tabla 1.1). La produccién mundial en el afio 2007 fue superior a
los 26 millones de toneladas. El continente con mayor produccién fue Asia, superando
los 19 millones de toneladas, seguido de Europa. La superficie total cultivada fue de
1.257.951 hectéreas, siendo también en esta ocasion Asia el continente que destind mas

superficie al cultivo.

Tabla 1.1: Produccion y superficie de meldn en todo en todo el mundo en el afio 2007 (FAOSTAT, 2007)

Produccion (tm) 2007 Superficie cultivada (ha) 2007
Africa 1.506.068 Africa 68.172
América del Norte 1.164.500 América del Norte 47.600
América Central 1.457.385 América Central 76.135
América del Sur 933.293 América del Sur 52.716
Asia 19.199.198 Asia 898.709
Europa 2.303.717 Europa 109.091
Oceania 76.743 Oceania 5.528
Total 26.640.904 Total 1.257.951

1.1.2. El melon en Turquia

Como se ha descrito anteriormente la produccién de melones en Asia en 2007
fue superior a los 19 millones de toneladas, con una superficie de 898.709 hectareas
(FAO, 2007). Turquia fue el segundo pais productor de melén, con casi 2 millones de
toneladas producidas en 100.000 hectareas cultivadas, muy por detrds del primer
productor, que es China (Tabla 1.2). Asi, Turquia es el segundo pais productor de Asia

y del mundo.
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Tabla 1.2: Produccion y superficie cultivada de melén en Asia en el afio 2007 (FAO, 2007).

Produccion (tm) 2007 Superficie cultivada (ha) 2007
Arabia Saudita 208.569 Arabia Saudita 11.528
China 13.652.590 China 556.531
Corea RPD 110.000 Corea RPD 11.000
India 645.000 India 31.500
Irdn 1.230.000 Irdn 80.000
Irak 210.000 Irak 23.000
Jap6n 225.000 Jap6n 10.500
Kazajstan 185.060 Kazajstan 12.000
Pakistdn 265.000 Pakistdn 18.000
Siria 105.000 Siria 10.500
Turquia 1.770.000 Turquia 103.000
Otros 382.979 Otros 30.520
Total 19.199.198 Total 898.079

La produccién de melones en Turquia ha seguido una tendencia ligeramente
descendente en los ultimos afios (Tabla 1.3). Asi, en el afno 2006, la producciéon de
hortalizas cultivadas por sus frutos fue de 21.167.582 toneladas, correspondiendo a
melén 1.765.605 toneladas (8,32%). En el afio 2007, la produccién total se vio
disminuida en mas de 350.000 toneladas, viéndose también disminuida la produccién de
melones en mds de 100.000 toneladas. En cualquier caso la produccion de esta hortaliza
sigue siendo aproximadamente un 10% del total y ocupa el 4° lugar, detrds del tomate,

la sandia y el pepino.
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Tabla 1.3: Produccion de hortalizas en Turquia en 2006-2007. (Turkish Statistical Institute,2008).

Produccion (tm)
2006 2007
Hortalizas cultivadas por sus frutos 21.167.582|20.799.063
Tomate 9.854.877 | 9.945.043
Sandia 3.805.306 | 3.796.680
Pepino 1.799.613 | 1.674.580
Melén 1.765.605 | 1.661.130
Berenjena 924.165 863.737
Pimiento (verde) 775.577 727.190
Leguminosas (total) 718.193 665.085
Guisante verde 89.632 87.743
Habichuelas 563.763 | 519.968
Judia verde 16.077 14.101
Haba 48.721 43.273
Pimiento (para salsa) 673.981 674.788
Pimiento (para relleno) 392.617 357.246
Calabaza 288.336 | 267.142
Calabacin 76.632 70.740
Ocra 36.843 36.992

En Turquia el uso de los melones es mayoritariamente doméstico,
principalmente para el consumo humano, con un consumo medio de 20,5 kilogramos
por persona y afio (Tabla 1.4). En esta tabla se observa que se producen unas pérdidas
de cosecha del 2%. Apenas el 0,5% se destina a exportacion, y la mayor parte se exporta

a la unién europea.
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Tabla 1.4: Produccion de sandia y melén en Turquia en 2007-2008 (Turkish Statistical Institute 2008).

Sandia Melon
Produccion (tm) 3.796.680 |1.661.130
Pérdidas de la cosecha 102.510 44.851
Uso
Doméstico 3.661.289 {1.608.901
Consumo humano 3.295.160(1.448.011
Pérdidas 366.129 | 160.890
Exportaciones 38.992 7.495
EU 27 31.308 | 6.037
Consumo humano per capita (Kg) 46,68 20,51

1.1.3 El melon en Espaiia

Espafia fue el principal productor de melén de Europa en 2007 con un total de

1.141.900 toneladas, lo que supone mads del 50% del total anual. También es el pais

con mayor superficie cultivada, 38.600 hectdreas, siendo un 43% del total, y se

encuentra muy por delante de los paises que le siguen en importancia como Italia,

Francia o Grecia (tabla 1.5).

Tabla 1.5: Produccién y superficie cultivada de melén en Europa en el afio 2007 (FAO, 2007).

Produccion (Tm) 2007
Chipre 10.070
Eslovaquia 1.097
Espana 1.141.900
Francia 295.000
Grecia 143.500
Hungria 14.200
Italia 512.247
Malta 4.600
Paises Bajos 2.300
Portugal 22.000
Rumania 33.437
Total 2.180.351

Superficie cultivada (ha) 2007
Chipre 190
Eslovaquia 146
Espaina 38.600
Francia 15.000
Grecia 6.300
Hungria 1.100
Italia 22.109
Malta 250
Paises Bajos 70
Portugal 3.100
Rumania 3.430
Total 90.295
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Segin datos de FAOSTAT, se ha observado una tendencia creciente en la
produccién de meldn en los dltimos afios. Asi, la produccién total de melones en Espafia
fue de 1.141.900 toneladas en el afio 2007, lo que supone un aumento de casi 40.000
toneladas respecto al aiio 2006 (1.087.917 tm).

Las estadisticas publicadas en el Anuario Nacional de Estadistica Agraria del afio
2008 (MAPA, 2008) demuestran que en Espafa las dos principales dreas de cultivo son
la zona centro, de cultivo extensivo al aire libre, y la zona este, de cultivo intensivo en
invernadero. La principal comunidad en superficie en el cultivo de melones es Murcia,
seguida de Castilla la Mancha y Andalucia. Siendo la mayor parte de la superficie total

cultivo de regadio (16.787 ha.) (Figura 1.1).

Fig 1.1: Superficie de cultivo de melén Andalucia, Murcia y Castilla la Mancha en el afio 2008 (MAPA,
2009).
Andalucia Murcia

@ Secano.
W Regadio. m Regadio.
O Invernadero. O Invernadero.

Castilla la Mancha

@ Secano.
[l Regadio.

La Comunidad Valenciana ocupa el 5° lugar, por detrds de Murcia, Castilla la

Mancha, Andalucia y Extremadura (Tabla 1.6).
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Tabla 1.6 Principales areas de cultivo de melén en Espafia en el afio 2007 (MAPA, 2008).

Mel6n Hectareas
Andalucia 2.844
Aragbn 21
Baleares 205
C.Valenciana 1.135
Extremadura 2.367
Murcia 7.977
Castilla la Mancha 4.620
Madrid 501
Castilla Le6n 75
Catalufia 69
Total 19.814

Los datos anteriores indican la importancia del cultivo de meldn, tanto a nivel
mundial, como en Asia y Europa, y concretamente, en Turquia y Espafia, que son
segundo y quinto paises productores a nivel mundial. La importancia econdmica del
melon justifica los estudios llevados a cabo en el mismo, que podrdn conducir a una

mejora mas eficiente de esta hortaliza (Tabla 1.7).

Tabla 1.7: Producciéon mundial de mel6n en al afio 2007 (FAOSTAT, 2008) .

Produccion (Tm) 2007
China 13.625.590
Turquia 1.770.000
Irdn 1.230.000
Estados Unidos 1.150.000
Espana 1.141.900
Marruecos 734.265
India 645.000
Egipto 550.000
Meéxico 543.336
Italia 512.247
Brasil 495.323
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1.2 TAXONOMIA DEL GENERO Cucumis

La familia Cucurbitaceae pertenece al orden Cucurbitales, superorden Violanae, de
la clase Magnoliopsida (subclase Dilleniidae). Segun los ultimos estudios taxondmicos
(Jeffrey, 2005) la familia incluye 130 géneros y 800 especies. La familia estd dividida
en dos subfamilias: Nhandiroboideae, con 19 géneros y 60 especies sin valor
econdémico, y Cucurbitoideae, con 111 géneros y 740 especies. La subfamilia
Cucurbitoideae se compone de 7 tribus, una de las cuales es Benincaseae a la cual
pertenece el género Cucumis (Jeffrey, 2005).

El género Cucumis se divide en dos subgéneros facilmente diferenciables por el
nimero cromosémico bésico de las especies que contienen. En el subgénero Cucumis el
numero bésico es x=7, mientras que el subgénero Melo, donde se incluye el meldn, tiene
un nimero cromosOmico basico de x=12.

El melén (Cucumis melo L.) es una especie diploide, 2n=2x=24. Es una planta
herbécea, de porte rastrero o trepador, con un tallo recubierto de formaciones pilosas.
Presentan nudos en los que se desarrollan hojas, zarcillos y flores. La hoja tiene el limbo
orbicular aovado, reniforme o pentagonal, dividido en 3-7 16bulos con los margenes
dentados. Las flores son solitarias, de color amarillo y pueden ser masculinas (que
suelen aparecer en primer lugar sobre los entrenudos mds bajos), femeninas o
hermafroditas (que aparecen mds tarde en las ramificaciones de segunda y tercera
generacion). La combinacién de distintos tipos de flores en una misma planta da lugar a
variedades andromonoicas, monoicas (los dos tipos més frecuentes) y también ginoicas
y hermafroditas. La polinizacién es entomofila. El fruto tiene forma variable (esférica,
eliptica, ovalada, etc.). La corteza de color verde, amarillo, anaranjado, blanco, etc.,
puede ser lisa, reticulada o estriada. La pulpa puede ser blanca, amarilla, cremosa,
anaranjada, asalmonada o verdosa. Esta gran variabilidad hace al melén una de las
hortalizas més estudiadas, tanto desde el punto de vista tedrico, para la generacién de
nuevo conocimiento, como desde el punto de vista prictico, para la diversificacion de
tipos y el desarrollo de nuevas variedades (Nuez et al.,2002; Pitrat, 2008; Ezura et al.,
2008)

El centro de origen del melén probablemente sea el este de Africa. Los melones
silvestres presentan frutos pequefios, menores de 50 gramos, que se encuentran en el
este y oeste de Africa, pero también en Asia Central y la India (Kirkbride, 1993). Al

principio puede que se domesticara por sus semillas, que tienen un elevado valor

-8-
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nutricional, pero en la actualidad se aprovecha fundamentalmente por sus frutos. Debido
a la variabilidad existente en la especie se han realizado numerosas clasificaciones
taxondémicas de la misma. Robinson y Decker-Walters (1997) clasificaron los melones
en 2 grandes grupos, Cucumis melo L. subsp. agrestis (Naud.) Pangalo y Cucumis melo
subsp. melo.

Pitrat, (2008), realizando una sintesis de las clasificaciones descritas, propone
una clasificacion intraespecifica de Cucumis melo L. en 13 variedades, cinco de las
cuales se incluyen en la subsp. agrestis y las restantes en la subsp. melo (Tabla 1.8). Sin
embargo esta clasificacion no estd formalmente aceptada y muchos autores han sugerido
cambios a raiz de nuevos estudios moleculares, como incluir las variedades dudaim y
chito dentro de la subsp. agrestis (Monforte et al., 2003) e incluir dentro de esta misma
subespecie la var. fexanus Naudin, que incluiria tipos de melon norteamericanos muy

relacionados con la variedad dudaim (Decker-Walter et al., 2002).

Tabla 1.8: Variedades botanicas (Pitrat et al.,(2008),

Subespecie | Variedad Botanica

Var. conomon Thunberg
agrestis Var. makuwa Makino
Jeffrey (pelos  Var. chinensis Pangalo
cortos en el Var. momordica Roxburgh

ovario) Var. acidulus Naudin

Var. inodorus Jacquin
Var. cantalupensis Naudin
Var. reticulatus Séringe
melo Jeffrey Var. ameri Pangalo
(pelos largos Var. chate Hasselquist
en el ovario)  Var. tibish
Var. dudaim® Linné

Var. flexuosus Linné

*Segin Monforte et al., 2003 y Decker-Walters er al., 2002 esta variedad pertenece a la subespecie

agrestis.

Independientemente de algunas discrepancias en la clasificacion, la mayoria de los

autores coinciden en describir a la especie como muy variable. Las diferentes
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variedades botdnicas difieren en muchas caracteristicas, pero principalmente en el tipo
sexual, en la condicién climatérica o no climatérica de frutos y en distintos aspectos
relacionados con la calidad externa e interna del mismo (Pitrat, 2008).

A continuacidn se resumen las principales caracteristicas de las variedades botdnicas
descritas por Pitrat, 2008:

- Subespecie agrestis: este de Asia, india, Japén. Con pelos largos en el ovario.
Incluye las siguientes variedades boténicas.

e conomon (Thunberg) Makino: follaje verde oscuro, andromonoico, frutos

alargados, piel lisa, carne blanca, no aromatico, no climatérico. Este de

Asia.

Se representan las entradas Freeman’s cucumber y Tokio mammuth, ambas de Japdn.

® makuwa (Thunberg): follaje verde oscuro, andromonoico, frutos
alargados-redondeados, piel lisa, blanca, amarilla o verde, dulce, algo

aromatico, climatérico. Este de Asia.

Se representa la entrada Ginsen makuwa, de Japon.

® chinensis (Pangalo): follaje verde oscuro, andromonoico, en ocasiones
hermafrodita, con forma de pera, fruto verde, con puntos, carne verde o

naranja, poco aromdtico, climatérico o no. China, Corea.
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Se representa la entrada Songwhan Charmi, utilizada como parental exdtico para

elaborar el mapa genético espafiol de melén en fondo genético Piel de sapo.

e  momordica (Roxburgh) Duthie&Fuller: monoico, alargado, acostillado,

piel fina, bajo contenido en azicar, poco aroma, climatérico. India.

Se representa la entrada P1124112, de la India.

® acidulus (Naudin): monoico, ovalado, liso, verde o naranja con o sin

puntos, blanco, sin azicar, sin aroma. India.

Se han representado las entradas PI505602 procedente de Zambia y la PI482429,

procedente de Zimbawe.

Ademés de las variedades botdnicas anteriores en esta subespecie se incluyen los
tipos africanos silvestres de fruto pequefio, probablemente origen de la domesticacién

del meldn.
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- Subespecie melo: India, Europa y América. Con pelos cortos

¢ inodorus (Jacquin): andromonoico, redondo o eliptico, piel desde blanca a

verde oscuro, color uniforme o con puntos, a veces arrugado, dulce, no

aromatico, no climatérico.

Se representan variedades tradicionales espafiolas de distintos tipos

e cantalupensis (Naudin): andromonoico, ovalado, ribeteado, piel lisa,

carne naranja, aromético, climatérico, dulce.

Se representa la variedad de tipo cantalupo Prescott fond blanc

e reticulatus (Seringe): andromonoico, redondo u ovalado, piel reticulada,

aromdtico, climatérico, dulce. Europa, Asia, América.

Se encuentra representada la entrada SUD-C-2, procedente de Guatemala y la entrada

CUM294 procedente de Libia.
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e ameri (Pangalo): andromonoico, alargado, piel amarilla o verde claro, sin

costillas, poco aromadtico, climatérico. Asia.

Se ha representado la entrada PI288233 procedente de Egipto y la entrada CUM355, de
Irak.
® chate (Hasselquist): monoico, en ocasiones andromonoico, redondo u

ovalado, acostillado, verde, carne blanca o naranja, sin azicar, no

aromdtico, climatérico. Mediterrdneo y Asia.

Se han representado las entradas Carosello barese y CUM363, ambas italianas.

e tibish (Mohamed): andromonoico, ovalado, grande, verde oscuro, con

puntos o bandas, carne blanca, sin azucar, sin aroma, s€ come COmo

pepino. Sudan

Se han representado dos entradas de Suddn, Tibish Djebel Kordofan y Tibish
Khurtagat15.

® dudaim (L. Naudin): andromonoico, redondo, maduran en color rojizo
con rallas amarillas, aroma intenso, carne blanca, sin azucar, climatérico.

Asia central.
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Se ha representado la entrada CUM?254 procedente de Afganistan.

e Flexuosus (L. Naudin): monoico, alargado, verde claro, sin azicar, no

aromético. Norte de Africa, Turquia, Irak, India.

Las entradas representadas son PI167057, de Turquia y Snakemelon, procedente de

Arabia Saudi.

1.3 RECURSOS GENETICOS EN TURQUIA

Harlan (1951) describié6 Turquia como un microcentro de diversidad de muchos
cultivos, incluyendo la mayoria de las Cucurbiticeas de interés econdémico: C. melo
(originario de Africa subtropical y tropical), C. lanatus (originario de Africa subtropical
y tropical), C. sativus (originario de Asia Central y Himalaya), C. moschata (originario
de Sudamérica) y C. pepo (originario de América Central y el sur de Norte América).
Pitrat et al., 1999 y Jeffrey, 2001 han descrito a Turquia como un centro secundario de
diversidad genética. Se ha observado que los genotipos locales son muy diversos. De
hecho Oriente Medio (Irdn, Irak y Turquia) muestran uno de los mayores niveles de
variacion en los tipos pertenecientes a las variedades botdnicas cantalupensis, inodorus
y flexuosus. Esta drea se ha descrito como la zona de origen de los tipos inodorus,
siendo también relevante para la difusion de los mismos al resto de Europa. También se
piensa que los tipos cantalupensis se difundieron por Europa a partir del Este de
Turquia (Zhukovsky, 1951; Gunay, 1993 Sensoy et al., 2007).

En Turquia, como en otros centros, han ocurrido severos procesos de erosion

genética que han resultado en graves pérdidas de la diversidad existente. Para evitar la
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pérdida definitiva de estos recursos esenciales para la mejora de las Cucurbitdceas, se
han desarrollado numerosas actividades de recoleccién de recursos genéticos.

En 1920 empezaron las actividades de recoleccién. En el afio 1963 se fundé el
Agricultural Research Institute, y se fusiond con el Plant Research and Introduction
Center en 1967. En el afio 1987 sufri6 una remodelacion y recibié su nombre actual,
Aegean Agricultural Research Institute (AARI). Este instituto adquirié la
responsabilidad de coordinar todas las colectas y estudios relacionados con el
germoplasma de Cucurbiticeas y otras especies, tales como la viabilidad de las semillas,

calidad, certificacion de semillas, busqueda de cultivares resistentes... (Figura 1.2).

Figura 1.2: Colecciones ex situ de AARI de Cucumis melo en Turquia (AARI, 2009)
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Es aqui donde se encuentran la mayor parte de los recursos genéticos de la
familia Cucurbitidceas recogidos en Turquia. El ndmero total de accesiones es
aproximadamente de 2000 entradas, entre las cuales se incluyen sandia, melén, pepinos
y calabazas. La tabla 1.9 muestra el nimero de entradas de Cucurbitdceas en el National

Gene Bank (NGB, banco de Turquia).

Tabla 1.9: Entradas en el NGB (National Gene Bank) (AARI, 2009)

Especie Nombre turco Lugares de Numero de
recolecta entradas
Kavun 54 571
C. melo
C. melo flexuosus | Acur 28 74
C. sativus Hiyar 58 297
Cucumis spp. - 6 8
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Especie Nombre turco Lugares de Numero de
recolecta entradas

C. lanatus Karpuz 45 358

C. pepo Yazlik kabak, Uzun kabak 47 160

C. moschata Kislik kabak, (bal kabagi) 25 93

C. maxima Kislik kabak, (kestane kabagi) |9 29

Cucurbita spp. - 58 455

L. siceraria Su kabagi 15 172

E. elaterium Esek hiyan, it kelegi 5 5

B.dioica Ak asma 1 1

Total 2223

En el AARI tienen la infraestructura necesaria para poder conservar el material

recogido a 4°C. Las entradas que tienen baja germinacién, o de las que se dispone poca

semilla, se someten a un programa de regeneraciéon y multiplicacion. En el afio 2000 se

empezd un programa de regeneracion, y desde entonces se han regenerado todas las

entradas. También se ha iniciado un programa de conservacion “in situ”.

A partir del afio 1990 la Facultad de Agricultura de la Universidad de Cukurova

también empez6 a realizar colectas, consiguiendo mds de 300 entradas de especies de

Cucurbiticeas (Kiigiik ez al., 2002) (tabla 1.10).

Tabla 1.10: Entradas en la Universidad de Cukurova (AARI, 2009)

Género Nimero de entradas
Citrullus vulgaris |45

Cucumis melo 301

Cucurbita spp. 14

Cucurbita spp. 10

Luffa spp. 6

Momordica 1

Otros 10

Total 387

Estos genotipos locales de melén mantenidos en los bancos de germoplasma

turcos (el AARI y en la Facultad de Agricultura de la Universidad de Cukurova) son de
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enorme interés para la mejora de esta especie y su caracterizacién es bdsica para

optimizar su uso.

1.4.CUCUMIS MELO VAR. FLEXUOSUS

Una de las variedades botdnicas admitidas por casi todos los estudios es la
variedad flexuosus. Los melones pertenecientes a este grupo reciben también el nombre
de alficoces o melones serpiente, del inglés Snake melon, por su forma caracteristica
alargada y retorcida (Figura 1.3).

Esta variedad se considera originaria de Asia, donde se encuentra en estado
silvestre. La planta tiene diversos usos, siendo el principal el aprovechamiento de los
frutos como hortaliza, tanto crudos como cocidos, ya que tienen un sabor parecido al
pepino, aunque miden bastante mas, en ocasiones mds de 1 metro. El uso de las semillas
crudas, por su elevado contenido en aceite es otro de los aprovechamientos de este fruto,

pero en menor medida que el uso del fruto.

Figura 1.3: Foto de meldn tipo flexuosus en estado inmaduro.

Turquia es uno de los paises con mayor diversidad genética de Cucumis melo
var flexuosus. Su cultivo se localiza en la region del Sudeste, Egea y Mediterrdnea.
Como se ha comentado anteriormente existen numerosas entradas de este tipo en los
bancos de germoplasma Turcos. Los tipos flexuosos del NGB se recogieron en la regién
del Sudeste de Anatolia en 1992. Parte de este material fue evaluado segin los

caracteres de la planta y del fruto (Besirli y Yanmaz 1999). Existe ademds en la
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actualidad un proyecto en curso en la Universidad de Cukurova (Sari er al. 2006)
orientado a comparar la diversidad morfoldgica y molecular del snakemelon turco y

mundial.

1.4.1.Diversidad genética de Cucumis melo var. flexuosus

Debido a la gran variabilidad existente en la especie son numerosos los trabajos
de caracterizacion de la diversidad genética en melon. En la mayoria de los casos se
realiza una caracterizacion morfoldgica y/o agronémica que se combina con una
caracterizacion molecular que permite una mejor discriminacién entre genotipos y una
estima mads precisa del grado de diversidad genética (Meglic and Staub, 1996). En
melon se han empleado muchos tipos distintos de marcadores, desde isozimas, RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorpism), RAPD (Random Amplified Polimorphic
DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorpism), SSR (Simple sequence
repeats), (Esquinas-Alcazar, 1981; Perl-Treves et al., 1985; Staub et al., 1997; Akashi et
al., 2002; Neuhausen, 1992; Silberstein et al., 1999;Garcia et al., 1998; Stepansky et al,
1999; Silberstein et al., 1999; Staub et al., 2000; Zhuang et al., 2004;Garcia-Mas et al.,
2000; Katzir et al., 1996; Mliki et al., 2001; Danin-Poleg et al., 2001; Monforte et al.,
2003; Zhuang et al., 2004; Fantaccione et al., 2008; Chiba et al., 2003; Ritschel et al.,
2004; Fernandez-Silva et al., 2008) hasta los marcadores mas novedosos, SNPs (Single
nucleotide polymorphisms) derivados de la reciente disponibilidad de secuencia en la
especie, incluso la secuencia genémica (Morales et al., 2004; Gonzélez-Ibeas et al.,
2007; Deleu et al., 2009; http://www.melogen.upv.es; www.icugi.org)

La identificacion genética mediante estos marcadores ha hecho posible la
clasificacién de los diferentes genotipos. En general, se han encontrado clasificaciones
similares con los distintos sistemas de marcadores. La mayoria de los estudios apoyan la
division subespecifica melo/agrestis.

Uno de los estudios mds completos que incluye entradas representativas de la
mayoria de grupos botédnicos es el llevado a cabo por Stepansky et al. (1999). Estos
autores combinan la caracterizaciéon morfolégica con el empleo de RAPDs and ISSRs
para genotipar y fenotipar un conjunto de entradas de 23 paises, representando la zona
de origen y los centros de diversificacion primaria y secundaria. Los tipos dulces
cantalupensis e inodorus se agrupan, separandose de las variedades no dulces, agrestis,

conomon 'y momordica. Existen discrepancias en la clasificacion de algunos grupos
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botanicos, entre ellos el tipo flexuosus que se agrupa con los tipos no dulces
fenotipicamente, y con los dulces en el arbol molecular. Tradicionalmente, los tipos
flexuosus se han considerado perteneciente a la subespecie melo. Esta subespecie se
caracteriza por tener pelos largos en el ovario, sin embargo los frutos de flexuosus
caracterizados en este estudio presentan variacion para este cardcter de interés
taxondmico.

Esteras et al., (2009), en un andlisis reciente llevado a cabo con AFLPs,
utilizando una coleccion nuclear de melon de 212 entradas ha encontrado resultados
similares, siendo los tipos flexuosus muy variables y encontrdndose mezclados entre

distintos grupos botédnicos (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Cluster de las entradas empleadas en el articulo Esteras et al.,(2009). Se representa con un

circulo la posicién de los flexuosus empleados.
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No existen estudios de diversidad centrados exclusivamente en el grupo
flexuosus, aunque entradas de este grupo se han ido empleando como controles en
muchos estudios, que han proporcionado cierta informacién acerca de la variacién
regional. Lopez-Sesé et al., (2003) y Deleu et al., (2009) estudian la diversidad de tipos
espafoles. Aunque los tipos flexuosus se parecen morfolégicamente a los griegos,
difieren molecularmente de éstos (Staub et al.,2000) y de los empleados en otros paises
europeos. Fanourakis et al., (2000) y Staub et al., (2004), estudian la diversidad de
melones en Grecia, encontrando que el grupo flexuosus es uno de los mas variables y
que presentan afinidad molecular con los tipos conomon del oeste de Asia. Se ha
sugerido que algunas entradas espafiolas y griegas pueden tener su origen a partir de
melones de esta zona. En cualquier caso, la mayor diversidad genética descrita para este

grupo es la encontrada en Turquia (Abak et al., 2006; Sensoy et al., 2007).
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2. OBJETIVOS

El grupo botdnico de melon flexuosus es de mucho interés, dada su enorme
variabilidad y su situacion intermedia entre el grupo melo y el grupo agrestis. No se han
realizado hasta la fecha estudios centrados en este grupo botdnico. Turquia es un
importante centro de diversidad genética debido a su posicion estratégica, ya que limita
con la Unién Europea en el oeste, Asia Central en el este, Rusia en el norte y Oriente
Medio en el sur. El cultivo de Cucumis melo var flexuosus se localiza en la region del
Sudeste, egea y mediterrdnea. La mayor variabilidad del mismo se encuentra en este
pais. La presente tesina de mdster se encuadra en el marco de un proyecto desarrollado
en colaboracion con la Universidad de Cukurova, orientado a estudiar la diversidad
genética de los melones turcos pertenecientes al grupo flexuosus en relacién con
melones de este tipo procedentes del resto del mundo. Para ello se proponen los

siguientes objetivos:

1- Caracterizar molecularmente las entradas de flexuosus de la coleccién de la

Universidad de Cukurova.

2- Comparar su variabilidad con una coleccion de entradas de distintas partes del

mundo.

3-Confirmar la descripcion fenotipica realizada en la Universidad de Cukurova.

-3



MATERIAL Y METODOS



Material y métodos

3 MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal objeto de este estudio son 58 entradas (Figura 3.1). Por un
lado, las entradas codificadas AC y procedentes de Turquia son tipos clasificados como
flexuosus por los Bancos de germoplasma correspondientes y se han colectado en
distintas zonas de Turquia. Se escogieron estas entradas en funcion de su variabilidad y
su disponibilidad en el banco de la universidad de Cukurova. El resto de entradas con
cddigo AC son mayoritariamente entradas de flexuosus procedentes de distintos paises
proporcionadas mayoritariamente por Michel Pitrat. Las entradas codificadas como
KAV se han empleado como controles y pertenecen a distintos grupos botanicos. El

origen de estas entradas se detalla en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Relacién de las entradas escogidas.

Numero | Cédigo | Nombre utilizado | Nombre/tipo Origen Banco de origen
en los analisis
1 AC1 |ACIF Beyaz Acur Kisa Meyve | Turquia TAEK, Ankara
2 AC2 |AC2F Beyaz Acur Uzun Turquia TAEK, Ankara
Meyve
3 AC3 |AC3F Siyah Acur Yuva Tipi | Turquia TAEK, Ankara
4 AC4 |AC4F Siyah Acur Kirkagac Turquia TAEK, Ankara
Tipi

5 ACS5 |ACSF Hitta Turquia Birecik, Sanhurfa

6 AC7 |ACTF Kiziloren 1 Turquia Incesu, Kayseri

7 AC 14 |ACI4F Midyat 1 Turquia Midyat, Mardin

8 AC 15 |ACISF Midyat 2 Turquia Midyat, Mardin

9 AC 16 |ACI6F Adana Turquia Karsiyaka, Adana

10 AC 18 |ACIS8F Diyarbakir 2 Turquia KTAE,
Kahramanmarag

11 AC20 |AC20F Minehoyiik Turquia KTAE,
Kahramanmarag

12 AC21 |AC21F Urfa Turquia KTAE,
Kahramanmarag

13 AC25 |AC25F TR 48637 Turquia ETAE, Izmir

14 AC31 |AC31F TR 40517 Turquia ETAE, Izmir

15 AC 32 |AC32F TR 47782 Turquia ETAE, Izmir

16 AC 33 |AC33F TR 47808 Turquia ETAE, Izmir

17 AC38 |AC38F TR 40328 Turquia ETAE, Izmir

18 AC41 |AC41F TR 48643 Turquia ETAE, Izmir

19 AC 44 | AC44F TR 26439 Turquia ETAE, Izmir

20 AC47 |AC4TF TR51559 Turquia ETAE, Izmir
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Niimero | Codigo | Nombre utilizado | Nombre/tipo Origen Banco de origen
en los analisis
21 ACS51 |ACSIF Hitta Turquia Birecik, Sanhurfa
22 AC 54 | AC54F Adsiz Turquia Gozpinar-Kurtalan,
Siirt
23 ACS55 |ACSSF Adsiz Turquia Nusaybin-Cizre,
Mardin
24 AC 56 |ACS6F Adsiz Turquia Nigde-Nevsehir
arasi
25 AC60 |AC60F Tiiylii Acur Turquia Birecik, Sanhurfa
26 AC61 |AC61F Ames 20443 India INRA, Francia
27 AC62 |AC62F Ames 20836 India INRA, Francia
28 AC 63 | AC63F Cohombro Espafia INRA, Francia
29 AC67 |AC6TF Damascus Long Gren Siria INRA, Francia
30 AC 69 | AC69F Fagus Libia INRA, Francia
31 AC70 |ACTOF Fakouss Tinez INRA, Francia
32 AC71 |AC71F Fakouss Syrie 1 Siria INRA, Francia
33 AC73 |AC73F Fqus Tunez INRA, Francia
34 AC78 |AC78F PI 525133 Egipto INRA, Francia
35 AC79 |ACT9F Saudi Ara. Saudi |INRA, Francia
36 AC 80 | AC8OF Shendi Sudén INRA, Francia
37 AC 81 |ACS8I1F Silka Sudan INRA, Francia
38 AC 82 | AC82F Sm Egipto INRA, Francia
39 Kav 34 | Kav34l ---linodorus Argelia Konya
40 Kav 35 | Kav35I ---linodorus Argelia Konya
41 Kav 63 ---linodorus Egipto Urfa-Birecik
42 Kav 64 | Kav64DU Semamok/dudaim Egipto Sturekli-
Kiziltepe/Mardin
43 Kav 66 | Kav66l Yabani Kavun/inodorus | Egipto Yaylak/Bozova/Urfa
44 Kav Kav105I Kirkagac 637/inodorus | Turquia ETAE, Izmir
105
45 Kav Kavl171AC 90625/ acidulus India INRA, Francia
171
46 Kav Kav173CHA Carosello/ chate Italia INRA, Francia
173
47 Kav Kavl74AM Chandaljak/ameri Rusia INRA, Francia
174
48 Kav Kav175CHI Cuba 1/chito Cuba INRA, Francia
175
49 Kav176 | Kavl176MO Fazaizabadi/momordica |India INRA, Francia
50 Kav Kav1771 Honeydew GF/inodorus |USA INRA, Francia
177
51 Kav Kavl179AM Khatoni/ ameri Iran INRA, Francia
179
52 Kav Kav180MO MR1/ momordica India INRA, Francia
180
53 Kav ShiroUri Okay/conomon | Japén INRA, Francia
187
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Niumero | Cédigo | Nombre utilizado | Nombre/tipo Origen Banco de origen
en los analisis

54 Kav Kav188F Snakemelon/flexuosus | Ara Saudi |INRA, Francia
188

55 Kav Kav190CA Vedrantais/ Francia INRA, Francia
190 cantalupensis

56 Kav Kav183MO PI414723/momordica India INRA, Francia
183

57 Kav Kav186DU Queen’s Pocket/ Afganistdn |INRA, Francia
186 dudaim

58 Kav Kav
185

Figura 3.1: mapa de los bancos de Turquia de donde proceden las entradas empleadas.

(\RIA £+ ESCOLAR.I

3.2 ANALISIS MOLECULAR

Se dispusieron en placas Petri unas 10 semillas por entrada. Las placas se
trataron con un fungicida de amplio espectro y se colocaron en una cdmara de
germinacién. Una vez germinadas las semillas se sembraron en bandejas de 96 alveolos
en un panel de invernadero. A los 10-15 dias de la siembra, cuando las plantulas habian

desarrollado la primera hoja verdadera, se tomaron las muestras de tejido. Se tomd
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muestra de 2 o 3 plantas por entrada, segun la disponibilidad debido a la germinacion,
siempre que fuera posible. Se tom6 muestra que se liofilizo durante 48 horas, y se tom6

muestra que se conservo a —80°C.

3.2.1. Extraccion y cuantificacion del ADN genémico.

Una vez cogidas las muestras de hoja joven (la primera o segunda hoja
verdadera), se pesaron 50-60 mg del tejido que se congelaron en tubos eppendorf,
empleando nitrégeno liquido. Las muestras congeladas se almacenaron a —80°C hasta su
utilizacion.

El protocolo de extraccion de ADN seguido fue el método del CTAB
modificado:

Triturar el tejido.

Afadir 700 pl de tampon de extraccion (2% CTAB, EDTA 20 mM, Tris 100

mM, NaCl 1,42 M, pH 8) y 1,4 ul de B-mercaptoetanol al tejido triturado. El -

mercaptoetanol se adiciona al tampdn de extraccion en la campana y justo antes

de empezar las extracciones.

Tras agitar las muestras con el tampoén, anadir 100 pl de cloroformo: alcohol

isoamilico (24/1), también en la campana.

Agitar e incubar durante 30 minutos a 65°C.

Aifadir cloroformo: alcohol isoamilico (24/1) hasta llenar el tubo (unos 650 pl) y

agitar.

Centrifugar a 11.000 rpm durante 5 minutos.

Recuperar la fase acuosa, que es la que contiene los dcidos nucleicos.

Aifadir etanol absoluto a cada tubo hasta llenarlo y agitar suavemente.

Precipitar 10 minutos a — 20°C.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

Lavar el precipitado con 500 pl de etanol 70%.

Agitar suavemente y centrifugar a 13.000 rpm durante 5 minutos.

Eliminar el sobrenadante y secar el precipitado al aire.

Resuspender en 50-100 ul de TE (Tris10 mM, EDTA 1 mM, pH 8).

Almacenar en el congelador a — 20°C.
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Para cuantificar el ADN extraido se prepararon geles de agarosa al 0.8% (en
tampén TBE 1X) (Tris Borato 0,089 M pH 8,3, EDTA 2 mM). Las muestras se
prepararon con 1 pul de ADN genémico, 5 pul H,O miliQ y 1.5 pl de tampdn de carga.
Una vez finalizada la electroforesis los geles se tifieron con una solucién de bromuro de
etidio (0.5 pg/ml) durante 15 minutos. Las imdgenes de los geles se procesaron
mediante el programa Scion Image (1998). Cada muestra se cuantific6 comparando la

intensidad de las bandas con las del marcador Lambda HindIIl 2 (Figura 3.2).

Figura 3.2: Gel de cuantificaciéon de ADN genémico (al 0,8% de agarosa). En los extremos se observan

las bandas del marcador Lambda HindIII2.
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Una vez cuantificadas las muestras se procedié a su dilucién, de manera que

todas las muestras estuvieran a la misma concentracion (40 ng DNA genémico/pl).

3.2.2. Marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).

Los marcadores AFLP (Vos et al., 1995), son dominantes, es decir, no permiten
distinguir un heterocigoto de un homocigoto. A pesar de esta limitacion, son
marcadores ampliamente empleados en estudios de diversidad genética. Sus principales
ventajas son que no requieren informacién previa sobre la especie y que permiten
analizar un elevado nimero de loci por reaccion.

Se basan en la amplificacion via PCR de fragmentos de ADN previamente
digeridos por dos enzimas de restriccién (una de corte poco frecuente y otra de corte
frecuente) y ligados a dos adaptadores especificos de los enzimas empleados. Puesto
que se originan muchos fragmentos en la digestion, la amplificacion de todos ellos daria
lugar a demasiados fragmentos y su interpretacion e individualizacién se haria
practicamente imposible. Por ello, los cebadores utilizados en la PCR selectiva son

extendidos en dos o tres nucledtidos en el extremo 3’. Asi se obtiene un ndmero de
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fragmentos manejable. Las endonucleasas empleadas habitualmente son EcoRI (corte
poco frecuente) y Msel (corte frecuente).

Las reacciones AFLP se llevaron a cabo segin describe Ferriol et al. (2004). El
protocolo consiste esencialmente en cuatro pasos: digestion, ligacidn, amplificacién y
separacion de los productos amplificados. Se utiliz6 un kit comercial en los pasos de

digestién y ligacién (Invitrogen "AFLP® Core Reagent" N° Cat.:10482-016) (figura 3.3)

Figura 3.3: Esquema de la técnica AFLP. (Vos et al, 1995)

|. Digestion
EcoRl del ADN con
enzimas de

58 & restriccion

Ligacion de
adaptadores

Fragmentos
obtenidos

I1l. Amplificacion
selectiva

IV. Andlisis
electroforético

Se realizé la digestion de 120 ng de cada muestra de ADN gendémico en un
volumen final de 10 pl, con 1 unidad de EcoRI/Msel en tampén 1x (Tris-HCI 10 mM
pH 7,5, MgAc; 10 mM y KAc 50 mM). Se incub6 durante 2 horas y 30 minutos a 37°C
y 15 minutos a 70°C para inactivar los enzimas.

El ADN digerido se ligd a unos adaptadores especificos de las endonucleasas
empleadas. Estos adaptadores tienen la peculiaridad de que una vez ligados no pueden

volver a ser digeridos por los mismos enzimas. Los adaptadores empleados fueron:
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Adaptador EcoRI: 5-CTCGTAGACTGCGTACC
CATCTGACGCATGGTTAA-5"

Adaptador Msel: 5'-GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT-5"

Para la ligacién se anadié al volumen total de la reaccion de digestion 9,6 ul de
la solucion de ligacion de adaptadores (ATP 0,4 mM, Tris-HCI 10 mM pH 7,5, MgAc;
10 mM, KAc 50 mM) y 0,4 unidades de ligasa T4, incubandose la mezcla durante 3
horas a 20°C.

Para la amplificacion preselectiva de los fragmentos flanqueados por los
adaptadores EcoRI/Msel se utilizaron dos cebadores complementarios de cada uno de
los adaptadores, a los que se afiadié un nucleétido adicional. Los cebadores empleados

fueron:

Cebador EcoRI+A: 5°- GAC TGC GTA CCA ATT CA-3°
Cebador Msel+C: 5-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3°

Se amplific6, en un volumen total de 25 ul, 5 pl de la reaccién de ligacion
diluida (1:10) con los cebadores anteriores (20 uM), 100 uM de cada dANTP, 1 mM
MgCl, y 0,8 unidades de Taq polimerasa en tampén de PCR (Tris-HCI 10 mM pH 8,3,
MgCl, 1,5 mM, KC1 50 mM, 0,001% glicerol).

El programa de amplificacion preselectiva fue el siguiente:

- 1 ciclo de 2 minutos de desnaturalizacion a 94°C.
- 20 ciclos de:
20 segundos de desnaturalizacion a 94°C.
30 segundos de hibridacién a 56°C.
25 segundos de extension a 72°C.

- 1 ciclo de extension final de 30 minutos a 60°C.

Los cebadores utilizados para la amplificacion selectiva son idénticos a los de la
preamplificacién, pero con dos nucledtidos selectivos afiadidos al extremo 3°. Se
emplearon 3 combinaciones de cebadores. Se utilizo el cebador EcoRI marcado con los

fluorocromos NED, FAM y HEX (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Cebadores empleados en la amplificacién selectiva.

Combinacién de cebadores Fluoréforo Longitud de onda
EcoRI-ACA
FAM azul
Msel-CA
EcoRI- AGG
HEX verde
Msel-CA
EcoRI-ACG
NED amarillo
Msel-CA
Combinacién de cebadores Fluoréforo Longitud de onda
EcoRI-ACC
FAM azul
Msel-CA
EcoRI- AGC
HEX verde
Msel-CA
EcoRI-AAC
NED amarillo
Msel-CA

Se amplificd, en un volumen total de 25 ul, 2 ul de la reaccién de amplificacion
preselectiva diluida (1:10) con 200 uM del cebador EcoRl y 1 mM del cebador Msel,
100 uM de cada dNTP, MgCl, 1 mM y 0,8 unidades de Tag polimerasa en tampdn de
PCR (Tris-HCI 10mM pH 8,3, MgCl, 1,5 mM, KCl 50 mM, 0,001% glicerol). La
concentraciéon fue diferente para ambos cebadores de manera que la reaccién de
amplificacion termine cuando el cebador marcado queda totalmente consumido.

El perfil térmico de la amplificacién selectiva fue el siguiente:

- 1 ciclo de 2 minutos de desnaturalizacion a 94°C.
- 10 ciclos de:
20 segundos de desnaturalizacion a 94°C.
30 segundos de hibridacién a 66°C, disminuyendo 1°C la temperatura
en cada ciclo.
25 segundos de extension a 72°C.
- 20 ciclos de:
20 segundos de desnaturalizacion a 94°C.
30 segundos de hibridacién a 56°C.
25 segundos de extension a 72°C.

- 1 ciclo de 30 minutos de extension final a 60°C.
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Los resultados de la amplificaciones se comprobaron en un gel de agarosa antes

de cargarlos en el secuenciador (Figura 3.4).

Figura 3.4: Gel al 1,2 % de agarosa que muestra los productos de una de las amplificaciones selectivas.

EUREPEREPEIVEL EL P P

Para la separacién de los productos amplificados se utiliz6 un secuenciador
automdtico ABI/PRISM 310 (PE Biosystems) basado en electroforesis capilar. Los
fluoréforos son excitados por un ldser de forma que son detectados por un sistema de
lectura, que permite detectar 4 fluor6foros diferentes en una unica reaccién. De esta
manera, en cada reacciéon puede resolverse el producto de la amplificacién de tres
cebadores marcados con fluor6foros que emitan en distinta longitud de onda, mas el
fluoréforo correspondiente al patrén de pesos moleculares (ROX).

Las muestras se prepararon en 12 ul de formamida, afiadiendo 0,75 pl de cada
una de las reacciones de amplificacion selectiva marcadas con FAM y HEX, 1,5 ul de la
marcada con NED (por la menor sensibilidad a este fluor6foro) y 0,5 ul de marcador de
peso molecular GeneScan-400HD marcado con el fluor6foro ROX que emite en el color
rojo. Para la desnaturalizacion, las muestras se calentaron a 95°C durante 5 minutos,
colocdndolas inmediatamente en hielo y a continuacién se cargaron en el secuenciador.
Los fragmentos amplificados se visualizaron en forma de picos, cada uno
correspondiente a un fragmento de ADN amplificado, mediante el programa de andlisis
GeneScan (v.3.1.2) (Figura 3.5). Estos picos se convirtieron en bandas utilizando el

programa Genographer (v.1.6.0) (Benham et al., 1999) (Figura 3.6).
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Figura 3.5. Electroferograma en el que se observan los productos de amplificacion de las 3 combinaciones
de cebadores AFLP para una muestra. Cada color se corresponde con una combinacién, marcada con un

fluoréforo diferente. En rojo aparece el marcador de pesos moleculares.

i\ [RVRY,
DALJ_k_.JIJSL ALNLS SAN
BlGlvImx v

Ove/Sample [ Mnutes [

Figura 3.6. Imagen obtenida con el programa Genographer al importar los archivos GeneScan de las

muestras analizadas cuya combinacién de cebadores estaba marcada con HEX. Se sefiala una banda

polimérfica.

3.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Las plantas germinadas se transplantaron a invernadero para confirmar el
fenotipo proporcionado por los bancos turcos y corregir errores. Debido al reducido
ndmero de semillas y a la estacion del afio (otofio) no fue posible obtener fruto de todas
las entradas, pero al menos se pudo caracterizar el ovario de las mismas. En melén la
forma del fruto viene predeterminada desde el ovario, asi que se pudieron detectar
aquellas que, estando clasificadas como flexuosus no presentan este morfotipo. Puesto
que la caracterizacién morfoldgica realizada ha sido solo parcial, los datos de interés se

comentan en resultados y discusion, mientras que el resto de datos se incluirdn en
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anexos. En el marco del presente proyecto la caracterizacion morfoldgica de todas las

entradas se llevard a cabo en Turquia.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los fragmentos amplificados con las 6 combinaciones de cebadores AFLP para
cada una de las plantas de cada entrada se evaluaron segtn presencia (1) y ausencia (0)
empleando el programa Genographer (v.1.6.0). A partir de la matriz de 1 y 0 se estimé
el coeficiente de similitud de Dice (1945), S;j=2a/(2a+b+c), donde S;; es la similitud
entre dos individuos iy j, a es el nimero de bandas compartidas, b y c es el nimero de
bandas amplificadas exclusivamente en i y j, respectivamente. Con las matrices de
similitudes se realiz6 un andlisis de coordenadas principales (ACP) responsables de la
variacion (NTSYSpc v.2.02). Estas matrices fueron empleadas para obtener matrices de
similitudes utilizando el mismo coeficiente. Con ellas se realiz6 un andlisis “cluster”
empleando el método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method) y se obtuvo el arbol
consenso utilizando el paquete PHYLIP (v.3.5c). Los dendrogramas se obtuvieron con

el programa TreeViewPPC (v.1.6.6).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los AFLPs son marcadores altamente reproducibles. Sin embargo, cuando se
trabaja con un elevado nimero de muestras es necesario distribuir las mismas en
distintas placas de andlisis. En nuestro caso, analizamos entre 2 y 3 plantas por
genotipo, lo que supuso unas 150 muestras, que se repartieron en 2 placas. Cuando se
analizaron los resultados conjuntamente se observé un ‘“efecto placa”, es decir la
separacion de las entradas en funcién de la placa de origen. Este efecto es frecuente y
puede tener su origen en variaciones ligeras, por ejemplo, en el sistema de deteccion.
Cuando ocurre es mejor analizar por separado los resultados de las distintas placas, ya
que si no podemos distorsionar los mismos. En cualquier caso, la distribucién de
muestras por placa se hizo de forma que todos los genotipos estuvieran representados en

cada una de las placas.

41. GRADO DE POLIMORFISMO DETECTADO CON LOS
MARCADORES AFLPS.

Los marcadores AFLPs fueron eficientes a la hora de detectar polimorfismo en
la coleccion ensayada. Las distintas combinaciones detectaron un porcentaje de
polimorfismos que vari6 entre el 53,3% y el 74,6% en la coleccion total (Tabla 1). El
nimero total de bandas amplificadas fue de 889, siendo 593 el nimero de bandas
polimoérficas, observandose una variaciéon de bandas para cada combinacién entre 47 y
193. Garcia-Mas et al. (2000) obtuvieron un 23,1% de polimorfismo total, siendo el
nimero medio de bandas por combinaciéon de 15. Este valor es mucho menor que el

obtenido con nuestros datos, que es de 65% de polimorfismo total.
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N° bandas
polimérficas |% polimorfismo| % polimorfismo | % polimorfismo
Combinacion| amplificadas total flexuosus total | flexuosus Turquia
EcoRI-ACA
Msel-CA 47 74.6 68.3 57.1
EcoRI- AGG
Msel-CA 48 53.3 52.2 47.8
EcoRI-ACG
Msel-CA 193 73.4 71.9 66.9
EcoRI-ACC
Msel-CA 80 66.7 55.8 46.7
EcoRI- AGC
Msel-CA 51 56.7 43.3 41.1
EcoRI-AAC
Msel-CA 174 66.2 59.3 57.4
TOTAL
593 65.1 58.5 52.8

Tabla 1: grado de polimorfismo

El grado de polimorfismo de los tipos flexuosus es bastante alto, siendo similar
al grado de polimorfismo total para la mayoria de los marcadores. El grado de
polimorfismo entre las entradas de flexuosus de Turquia fue también bastante elevado,

variando entre el 41 y el 67%.
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4.2. RELACION DE LAS ENTRADAS DE FLEXUOSUS CON EL RESTO
DE GRUPOS BOTANICOS

Se empled el coeficiente de similitud de Dice (1945) y el método UPGMA para

construir un arbol con todas las entradas (Figuras 1y 2).

-39



AC14a
AC70b] AC21a
AC60c
AC71aF
AC54aF
AC51eF
AC23aF AC32aF AC3INF
AC18Y
ACSal
3 AC31c
Kav190hCAV KAV179bAM
AC4al AC20aF AC201E
89 AC2bF
AC55gE AN
ACSSb) A \\‘ = -
AC41pEC568
ACTSHE
N ‘
Kav173bGAA ‘\ \\
Kav183aMO \ ACB0CE
Kaveehi N Kav177alH
5 Kavi77dIH
62
AC16bF,
Kav186dDY AC67aF
AC62dF
Ace26F
Kavi0alk
KavigsaF
Kav180aMO
av175aCHI AC69BF
Kav171aAC
§laF
0.1

Resultados y discusién

Figura 1: dendrograma (UPGMA) obtenido a partir de los datos AFLP para el ensayo con todas

las entradas empleadas en la placa 1.
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Figura 2: dendrograma (UPGMA) obtenido a partir de los datos AFLP para el ensayo de la placa

Los resultados de ambas placas son consistentes, agrupando el conjunto de las
entradas en 3 grupos. La mayoria de las entradas de flexuosus procedentes de Turquia se
agrupan separadas del resto (en rojo en las figuras), mientras que la mayoria de las
entradas de flexuosus de otros paises aparecen entremezcladas con el resto de tipos. De

las entradas turcas merece la pena destacar las entradas AC15, AC41, AC55, AC56 y
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las entradas AC4 y AC44. Las primeras se parece molecularmente a los flexuosos de la
India o Arabia Saudi (AC61, AC62, KAVI188) u otras entradas de la India,
pertenecientes a la subespecie agrestis, de tipo momordica, acidulus o chito (KAV171,
KAV175, KAV176, KAV180, KAV183) que son bastante variables (en verde en las
figuras). De hecho la entrada KAV176, clasificada originalmente como flexuosus en la

caracterizacion morfoldgica ha resultado ser un tipo momordica (Figura 3).

Figura 3: arriba KAV176, abajo: KAV 180, correspondiente a un tipo momordica

De éstas, la entrada AC15 no corresponde segiin la caracterizaciéon morfoldgica
a un tipo flexuosus, podria tratarse de un tipo acidulus, lo que seria coherente con su
clasificaciéon molecular. Sin embargo, la entrada AC41 si que presenta caracteristicas

tipicas de este grupo (Figura 4).
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Figura 4: arriba AC15, abajo: AC41

Las segundas se agrupan de forma consistente con los tipos de la subespecie
melo, inodorus, cantalupensis, chandalack o ameri (KAV34, KAV35, KAVI105,
KAV173, KAV174, KAV177, KAV179, KAV186, KAV190) (en morado en la figura).
Este grupo estd més cercano a los flexuosos de Turquia. En el caso de la entrada AC4 en
la caracterizacién morfolégica se ha podido comprobar que esta entrada no corresponde
al tipo flexuosus (anexo 2). Presenta similitudes morfoldgicas con los tipos adana o
ameri, similares a chandalack (figura 5). Esta entrada puede considerarse un error de
clasificacion. No asi la entrada AC44 que si que se ajusta a la descripcion morfoldgica

del tipo flexuosus.
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Figura 5: arriba AC4, abajo: AC44

Es destacable que algunas entradas de flexuosus de otros paises,
fundamentalmente de India y el Norte de Africa, presentan caracteristicas diferenciales
del resto (AC62, AC67, AC70). Estas entradas son en general mds alargadas que el
resto y aparece variacion en caracteristicas morfoldgicas como el color del fruto con

respecto a las entradas de Turquia (Figura 6).

Figura 6: arriba AC62, abajo: AC70
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Para una mejor interpretacion de los resultados, se realiz6 un andlisis de
coordenadas principales con todas las entradas analizadas de los distintos grupos. La
primera coordenada explicé un 10% y un 11,3% de la variacién respectivamente en la
placa 1 y 2, la segunda coordenada un 7% en ambas y la tercera un 5% y un 5,7%

respectivamente (Figuras 7 y 8).
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Figura 7: representacién de todas las entradas de la placa 1 en las tres coordenadas principales
obtenidas a partir de los resultados de los marcadores AFLP. (amarillo: flexuosus; negro: acidulus;
morado: momordica; gris: chito; azul: inodorus; naranja: cantalupensis; verde oscuro: ameri; rosa: chate;

verde claro: dudaim).
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Figura 8: representacion de todas las entradas de la placa 2 en las tres coordenadas principales
obtenidas a partir de los resultados de los marcadores AFLP. (amarillo: flexuosus; negro: acidulus;
morado: momordica; azul: inodorus; naranja: cantalupensis; verde oscuro: ameri; rosa: chate; verde

claro: dudaim).

Los resultados de las coordenadas principales apoyan la division agrestis/melo
seflalada en la mayoria de los trabajos moleculares (Shattuck-Eidens et al. 1990;
Neuhausen 1992; Baudracco-Arnas and Pitrat 1996; Katzir et al. 1996; Staub et al.
1997, 2000, 2004; Wang et al. 1997; Silberstein et al. 1999; Stepansky et al. 1999;
Garcia-Mas et al. 2000; Danin-Poleg et al. 2001; Mliki et al. 2001; Decker-Walters et
al. 2002; Lopez-Sese et al. 2002; Monforte et al. 2003; Zhuang et al. 2004; Esteras et
al. 2009). Puesto que ambas placas dieron una clasificacion similar se muestra el grafico
de las dos primeras coordenadas inicamente de la segunda placa, donde estas explican

un mayor porcentaje de la variacion (figura 9).
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Figura 9: representaciéon de las entradas empleadas en la placa 2, en las dos primeras
coordenadas.

Se observa que la primera componente separa los tipos momordica y acidulus de
la india, pertenecientes a la subespecie agrestis de la mayoria de entradas (en verde). Se
trata de las entradas KAV171 y KAV183, la primera es un tipo acidulus y la segunda la
entrada PI414723 parental de mapa francés de meldén construido con el parental
Vedrantais perteneciente al tipo cantalupensis (Deleu et al., 2009). Curiosamente junto
con estas entradas se agrupa la entrada AC61 un tipo supuestamente flexuoso de la
India. Aunque nosotros no hemos podido llevar a cabo la caracterizacién morfoldgica
de esta entrada, se corresponde con una entrada mantenida en el banco de germoplasma
del USDA (c6digo Ames 20443). Segun este banco esta entrada fue colectada en
Rajasthan, India, y clasificada como un tipo momordica. Por lo que suponemos que se
trata de otro error de clasificaciéon del banco turco. En cualquier caso el andlisis
molecular nos estd permitiendo reclasificar muchos tipos, lo que facilitard su uso. Estas

entradas se encuentran alejadas genéticamente de la mayoria de tipos flexuosus,
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inodorus, cantalupensis, ameri y chandalack, pertenecientes a la subespecie melo (en
rojo y morado). En la zona intermedia segin la primera componente se agrupan 2
entradas de tipo flexuosus con la entrada KAV176 (en azul), que ya hemos comentado
que aunque inicialmente esta clasificada como flexuosus es en realidad un tipo
momordica. Las entradas de flexuosus son la AC62 de la india, y la entrada de Turquia

AC56.

Estos resultados indican que entre la coleccién hay tipos flexuosus que difieren
bastante del resto y presentan similitudes genéticas con tipos de otros grupos botdnicos
clasificados en la otra subespecie, como los tipos momordica o acidulus de la India, lo
que es coherente con los resultados de Fanourakis et al., (2000) y Staub et al., (2004),
que indican que existe afinidad molecular entre tipos flexuosus y tipos conomon del
oeste de Asia, sugiriendo que algunas entradas turcas podrian tener origen a partir de
entradas Indias. Esto reforzaria la idea de la India como el centro primario de diversidad
mas importante de melén o incluso considerado centro de origen por algunos autores

(Kocyan et al., 2007).

En esta zona intermedia también aparecen los tipos dudaim (KAV64 y KAV186)
(figura 10), lo que también estd de acuerdo con los estudios previos llevados a cabo con
este grupo botdnico que lo sitdian en una situacion intermedia entre las dos subespecies

(Stepansky et al., 1999; Esteras et al., 2009; Pitrat et al., 2008).

Figura 10: fruto de la entrada KAV186
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La segunda componente separa las entradas de la subespecie melo en dos grupos.
la mayoria de las entradas turcas aparecen agrupadas en la zona superior (en rojo)

(Figura 11).

Figura 11:entradas de Cucumis melo var. flexuosus procedentes de Turquia.
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En la parte inferior se agrupan las entradas pertenecientes a los tipos inodorus,
ameri, chate, momordica, chandalack y cantalupensis. (figura 12) asi como las
entradas AC4, que previamente hemos considerado un error de clasificacion, y las

entradas AC44 y AC47, pertenecientes al tipo flexuosos.

Figura 12: de arriba abajo y de izquierda a derecha: AC4, KAV35 (inodorus), KAV174
(chandalak), KAV186 (dudaim), AC44, KAV173 (chate), KAV185, KAV190 (cantalupensis)

Esto nos indica que también existe variacidon dentro de las entradas turcas. Las
entradas citadas AC44 y AC47 presentan una gran similitud genética con la entrada
AC8]1, un tipo flexuosus procedentes de Sudan (figura 13). En la zona intermedia se
encuentran tipos flexuosus de otras zonas AC67, AC70 y AC78 del norte de Africa
(Tunez y Egipto).
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Figura 13: entrada AC81.

Por lo tanto se manifiesta la variacion de las entradas de flexuosus en 3 grupos,
uno relacionado con los grupos agrestis de la India, otro relacionado con tipos de la
subespecie melo, del norte de Africa, la propia Turquia y otras zonas de Oriente medio
(Irdn) y el oeste de Asia (Rusia), y otro grupo diferenciado de melones turcos, lo que es
coherente con la variabilidad encontrada en los melones turcos en estudios anteriores
(Sensoy et al., 2007). Esta variaciéon puede deberse tanto a un origen diverso de las
distintas entradas como a un fenémeno de introgresion, debido a cruzamientos entre los
distintos tipos. La inexistencia de barreras reproductivas dentro de la especie hace
posible los cruces entre los diferentes grupos de cultivares, dando lugar a un modelo

continuo de distribucion.
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4.3. DIVERSIDAD ENTRE LAS ENTRADAS DE FLEXUOSUS

Se repiti6 el andlisis eliminando el resto de grupos botdnicos y las entradas que
no correspondian al tipo flexuosus. Los resultados del andlisis cluster se muestran en las

figuras 14 y 15.
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Figura 14: dendrograma (UPGMA) obtenido a partir de los datos AFLP para el ensayo con las

entradas de flexuosus empleadas en la placa 1.
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Figura 15: dendrograma (UPGMA) obtenido a partir de los datos AFLP para el ensayo con las

entradas de flexuosus empleadas en la placa 2.
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La primera coordenada explicé un 9,5% y un 10,7% de la variacién
respectivamente en la placa 1 y 2, la segunda coordenada un 7,3% y un 8,4% y la
tercera un 6,4% y un 6,6% respectivamente. En las figuras 16 y 17 se representa la

distribucién de las distintas entradas en funcién de la primera y la segunda componente.

033 OA(‘I 6F

Figura 16: representacién de las entradas de flexuosus empleadas en la placa 1, en las dos

primeras coordenadas.
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Figura 17: representacién de las entradas de flexuosus empleadas en la placa 2, en las dos

primeras coordenadas.

Aunque existen algunas diferencias, los aspectos mds relevantes de la
clasificacion son consistentes en ambas placas. En relacién con la primera componente
aparecen como mas distanciados dos grupos de entradas (en rojo y en verde). El primer
grupo (en rojo) representa la mayoria de entradas de Turquia, con las que se
entremezclan las entradas AC70, AC71 y AC78. Las dos primeras proceden del Norte
de Africa, Tdnez y Siria, son similares, incluso reciben el mismo nombre local,
Fakouss. La tercera es la entrada PI525133, procedente de Egipto. Segin el banco del

USDA se trata de una variedad local Egipcia colectada en Sawha;.

En el otro extremo se encuentran las entradas AC55 y AC56. Se trata también de
entradas Turcas que, como se ha comentado anteriormente, presentan similitud genética
con tipos indios momordica o acidulus. No se ha podido obtener fruto de ninguna de

estas dos entradas, pero si se caracterizé la planta y la flor de la ACS5 (figura 18) y
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presenta el ovario alargado tipico de los tipos flexuosus. En cualquier caso se

comprobara con la caracterizaciéon morfoldgica llevada a cabo en el banco turco.

Figura 18: flor de la entrada ACS55

En la zona intermedia entre ambos grupos se distribuyen algunas entradas turcas,
mas variables, entremezcladas con otras de otras zonas. Se trata de las entradas AC7,
AC41, AC44 y AC47, siendo las 3 dltimas procedentes del banco de Izmir. En este caso
se dispone de caracterizacion morfoldgica y las entradas corresponden a tipos flexuosus.
Anteriormente se habian destacado éstas por su similitud a tipos momordica y acidulus
y a tipos de la subespecie melo (diferentes grupos botanicos) y flexuosus de otros paises.
De hecho, en este grupo se incluyen la mayoria de las entradas de la India y el Norte de
Africa, AC 62, AC67, AC69, AC73, AC80 y ACS81 (India, Siria, Libia, Ttnez, Sudan y
Egipto).

Por dltimo, con respecto a la segunda componente aparece separada la entrada

ACI16, procedente de Adana (figura 19).
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Figura 19: caracterizacion de la entrada AC16.

Los resultados mostrados sugieren que la variacion en las entradas de flexuosus
de Turquia es elevada y superior a la de los paises representados como controles. La
variacién incluida en el andlisis de la India y del Norte de Africa se encuentra
representada en las entradas Turcas. Ademads, existen algunas entradas de Turquia que
se alejan molecularmente de cualquiera del resto de las entradas. Estos resultados
apoyan la idea de que Turquia es un centro de diversificacion de este grupo botdnico. Se
ha propuesto a Oriente Medio como zona de origen del grupo (Sensoy et al., 2007).
Nuestros resultados no contradicen esta idea aunque seria necesario tener una mejor
representacion de otros paises de la zona como Irdn o Irak, donde posiblemente exista

una mayor diversidad genética (Pitrat, 2008).

Los resultados del presente trabajo se completardn con la caracterizacion
morfolégica completa realizada por la Universidad de Cukurova y se compararan con

un andlisis con marcadores RAPDs realizado en el mismo conjunto de entradas
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S. CONCLUSIONES

Los marcadores AFLPs han permitido detectar polimorfismo en la coleccion de

melon y estudiar la diversidad genética de la coleccidn de tipos flexuosus de Turquia

La caracterizacién morfoldgica, por una parte, y la caracterizacién molecular,
por otra, nos ha permitido detectar errores en la clasificacion de algunos tipos referidos
como flexuosus en los bancos de germoplasma turcos. Esta reclasificacion facilitara el

manejo de estas entradas

En general, los tipos flexuosus analizados se estructuran en 3 grupos, uno
relacionado con los grupos agrestis de la India, otro relacionado con tipos de la
subespecie melo, del norte de Africa, la propia Turquia y otras zonas de Oriente medio
(Irdn) y el oeste de Asia (Rusia), y otro grupo diferenciado de melones turcos, lo que es

coherente con la variabilidad encontrada en los melones turcos en estudios anteriores.

El hecho de que existan tipos flexuosus que difieren bastante del resto y
presentan similitudes genéticas con tipos de otros grupos boténicos, clasificados en la
subespecie agrestis, como los tipos momordica o acidulus de la India, es coherente con
estudios anteriores, que indican que existe afinidad molecular entre tipos flexuosus y
tipos conomon del oeste de Asia. India es un centro primario de diversidad del melén, a
veces apuntado como centro de origen, y muchos de los grupos botanicos desarrollados

en distintas areas podrian derivar de tipos ancestrales de esta zona.

Oriente Medio es una zona de variacion para los tipos de la subespecie melo
pertenecientes a los grupos botdnicos inodorus, ameri, chate, chandalack 'y
cantalupensis. La proximidad genética encontrada entre algunos tipos flexuosus y estos
grupos botdnicos puede deberse tanto a un origen diverso de las distintas entradas como
a un fenémeno de introgresion, debido a cruzamientos entre los distintos tipos. La
inexistencia de barreras reproductivas dentro de la especie hace posible los cruces entre

los diferentes grupos de cultivares, dando lugar a un modelo continuo de distribucion.

La variacién en las entradas de flexuosus de Turquia es elevada y superior a la de
los paises representados como controles. La variacién incluida en el andlisis de la India

y del Norte de Africa se encuentra representada en las entradas Turcas. Ademds, existen
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algunas entradas de Turquia que se alejan molecularmente de cualquiera del resto de las
entradas. Estos resultados apoyan la idea de que Turquia es un centro de diversificacion
de este grupo botdnico. Se ha propuesto a Oriente Medio como zona de origen del
grupo. Nuestros resultados no contradicen esta idea aunque seria necesario tener una
mejor representacion de otros paises de la zona como Iran o Irak, donde posiblemente

exista una mayor diversidad genética.

Los resultados del presente trabajo se completardn con la caracterizacion
morfoldgica completa realizada por la Universidad de Cukurova y se compararan con

un andlisis con marcadores RAPDs realizado en el mismo conjunto de entradas
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ANEXO 1.

Anexo 1

Caracterizacién morfolégica de los frutos obtenidos en campo.

Se ha medido:

-peso

-longitud

-anchura

-forma

-presencia o ausencia de acostillado
-contraste de color del acostillado
-color en la madurez

-dibujo

-color del dibujo

-textura

-intensidad del reticulado

-densidad del reticulado

-presencia o ausencia de la capa de abscision
-color de la carne

-espesor de la carne

-espesor de la corteza

-sélidos solubles

-firmeza

-color semillas

-tamano semillas

-aroma externo

-aroma interno

-numero de carpelos
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LONGITUD [ ANCHURA CONTRASTE| COLOR COLOR INTENSIDAD

GENOTIPO | PLANTA | FRUTO | PESO (mm) (mm) |FORMA| ACOSTILLADO | ACOSTILL. | MADUREZ | DIBUJO | DIBUJO |TEXTURA RETICULADO
AC1 1 660 123 88 1 0 0 2 1 1 1 0
AC2 1 654 130 104 1 0 0 2 1 1 1 0
AC2 2 347 293 65 4 0 0 1 1 1 1 0
AC4 1 420 92 70 3 0 0 3 1 2 2 1
AC4 2 509 111 94 3 0 0 3 3 2 2 1
AC14 1 1292 410 86 1 0 0 2 4 2 1 0
AC15 1 224 76 73 2 0 0 3 2 2 4 0
AC15 3 590 126 101 3 0 0 3 2 2 2 1
AC16 2 534 223 69 1 0 0 2 4 2 1 0
AC18 2 213 307 50 1 0 0 1 1 2 1 0
AC20 1 479 272 70 1 0 0 4 4 1 1 0
AC21 2 1027 237 104 3 0 0 2 1,2 2.3 3 0
AC32 5 386 236 53 1 0 0 2 4 2 3 0
AC33 2 319 281 64 1 0 0 3 1 2 2 1
AC33 4 A 602 226 70 1 0 0 3 3 1 3 0
AC33 4 B 450 223 59 1 0 0 3 1 1 4 0
ACH1 2 943 279 74 1 0 0 5 4 1 1 0
AC44 1 809 516 96 6 0 0 1 1 2 3 0
AC44 2 1705 293 115 1 0 0 1 1 2 3 0
AC54 2 928 262 82 1 0 0 1 1 1 3 0
AC62 ? 1133 553 81 6 0 0 1 1 2 3 0
AC62 1 255 278 42 1 0 0 1 4,2 2 3 0
AC62 2 124 183 40 1 0 0 1 0 0 3 0
AC63 3 751 550 53 6 0 0 5 4 1 1 0
AC69 1 1026 146 107 3 0 0 2 3,6 1.3 2 1
AC70 1 A 1216 512 78 6 0 0 3 1 2 3 0
AC70 1 B 1410 591 88 6 0 0 2 2 2 1 0
AC70 1 C 643 386 68 1 0 0 3 3 1 3 0
AC70 2 707 321 84 1 0 0 2 4 2 3 0
AC80 1 962 212 109 3 0 0 5 1 2 4 0
AC82 2 A 447 450 60 1 0 0 3 5 1 1 0
AC82 2 B 177 223 37 1 0 0 2 0 0 3 0
KAV35 4 522 117 104 3 0 0 2 2 1 2 1
KAV173 3 388 89 88 2 0 0 2 1,5 1.2 2 1




LONGITUD [ ANCHURA CONTRASTE| COLOR COLOR INTENSIDAD

GENOTIPO | PLANTA | FRUTO | PESO (mm) (mm) |FORMA| ACOSTILLADO | ACOSTILL. | MADUREZ | DIBUJO | DIBUJO |TEXTURA RETICULADO
KAV174 2 A 318 86 100 2 1 2 5 5,5 2.4 4 0
KAV174 2 B 481 103 111 5 1 1 2 3,5 2.4 2 1
KAV181 1 514 179 75 3 0 0 3 1 2 4 0
KAV 185 2 373 156 88 4 0 0 3 2,3 1 4 0
KAV 186 567 108 96 5 0 0 6 7,2 3 2 1
KAV186 2 660 121 102 5 1 1 7 3,2 1 2 1
KAV190 8 304 76 85 2 1 1 6 3 4 2 1
KAV190 9 375 85 90 5 1 2 2 4 2 2 2

Forma: alargado:1, aplanada:2, ovalada:3, forma de pera:4, redondo: 5, muy alargado:6//Acostillado: ausente:0, superficial:1//Contraste acostillado:
ausente:0, ligero:1, medio:2//Color dibujo: uniforme:0, blanco:1, verde:2, amarillo:3, crema:4, gris: 5, marrén:6, naranja: 7//Disefo: uniforme:0, puntitos:,
puntos:2, manchas: 3, bandas: 4//Color fruto: crema:1, verde:2, verde oscuro:3, blanco:4, amarillo:5, gris:6, naranja-ocre:7// Textura: finamente arrugado:1,
reticulado:2, ligeramente ondulado:3, liso:4//Reticulado: ausente:0, fino:1, medio:2//




ESPESOR

DENSIDAD . COLOR CARNE |ESPESOR | SOLIDOS COLOR TAMANO AROMA | AROMA Ne
GENOTIPO RETICULADO| ABCISION | CARNE (mm) CORTEZA |SOLUBLES| FIRMEZA | SEMILLAS SEMILLAS EXT INT CARPELOS

AC1 0 0 2 17 0.46 3 3.2 1 10-12 MM 0 2 3
AC2 0 0 3 30 0.61 4 2.8 1 10-12 MM 0 0 3
AC2 0 0 1 15 0.31 3.4 2.6 2 8-10 MM 0 1 3
AC4 1 3 1 14 0.38 4.1 1.2 1 <6 MM 2 3 3
AC4 1 3 2 20 0.84 7.6 1.6 1 8-10 MM 3 3 3
AC14 0 0 2 25 0.81 3.8 2.2 0 ABSENT 3 3 3
AC15 0 0 3 16 0.51 4 2 2 6-8 MM 0 0 3
AC15 2 3 3 15 0.32 3.6 2.2 2 10-12 MM 0 3 3
AC16 0 0 1 14 0.51 2.8 2.2 2 10-12 MM 0 3 3
AC18 0 0 2 11 0.42 3.4 0.9 2 10-12 MM 2 3 ?
AC20 0 0 3 14 0.24 3.2 2.2 2 > 12 MM 0 1 ?
AC21 0 0 1 11 0.51 4 1.6 2 10-12 MM 0 3 3
AC32 0 0 1 12 0.81 8 2.1 3 ABSENT 0 3 3
AC33 2 0 3 13 0.48 3.8 1.7 2 6-8 MM 0 3 3
AC33 0 0 1 25 0.42 2.4 2.9 2 10-12 MM 0 3 3
AC33 0 0 1 18 0.28 3.2 3.2 2 6-8 MM 0 0 3
AC41 0 0 4 29 0.42 4.8 2 2 <6 MM 3 3 3
AC44 0 0 3 24 0.31 3.6 3.6 2 <6 MM 0 3 3
AC44 0 3 1 31 0.91 6.4 1.4 2 6-8 MM 3 3 3
AC54 0 0 2 21 0.21 3 3 2 > 12 MM 0 3 3
AC62 0 3 3 13 0.31 6.8 1.2 2 <6 MM 1 3 3
AC62 0 3 3 21 0.21 6 0.4 2 <6 MM 1 3 ?
AC62 0 3 5 8.3 0.35 4.6 0 0 ABSENT 2 2 3
AC63 0 0 4 12 0.35 5.2 0.6 1 8-10 MM 3 3 3
AC69 1 3 3 25 0.51 8.4 1.7 1 6-8 MM 2 3 3
AC70 0 0 1 10.46 0.32 3 2.1 2 <6 MM 0 3 ?
AC70 0 0 1 19 3 2.4 2 6-8 MM 0 0 ?
AC70 0 0 2 11 0.51 1 1.2 2 6-8 MM 0 0 3
AC70 0 0 1 13 0.32 4 3.2 2 <6 MM 1 1 3
AC80 0 3 4 22.51 0.38 5 1.2 1 6-8 MM 3 3 3
AC82 0 0 3 12 0.27 2.2 2.1 2 >12 MM 0 0 3
AC82 0 0 3 7 0.38 3 0 NOT OBSERVED 0 3 3
KAV35 1 3 3 29 0.25 9.4 1.3 1 6-8 MM 3 3 3
KAV173 2 0 2 8.6 0.43 4.8 1.2 2 8-10 MM 3 2 3




ESPESOR

DENSIDAD _ | COLOR | CARNE |ESPESOR | SOLIDOS COLOR TAMARNO AROMA | AROMA Ne

GENOTIPO [RETICULADO| ABCISION | CARNE | (mm) | CORTEZA |[SOLUBLES| FIRMEZA |SEMILLAS | SEMILLAS EXT INT |CARPELOS
KAV174 0 3 2 17 0.49 6.2 0 2 8-10 MM 3 3 3
KAV174 1 1 2 26.26 0.98 6.8 1.4 2 8-10 MM 3 3 3
KAV181 0 0 1 15.8 0.35 7.8 0 2 6-8 MM 0 3 3
KAV 185 0 0 3 30 0.46 6.2 5.3 2 8-10 MM 0 0 3
KAV 186 1 3 6 24 0.19 5 1.1 2 10-12 MM 2 3 3
KAV186 1 1 6 26 0.81 4.8 3.4 1 8-10 MM 3 3 4
KAV190 1 2 6 21.87 0.44 12.2 4.4 3 <6 MM 1 3 3
KAV190 2 0 6 23 0.83 9.8 6 3 6-8 MM 0 3 3

Dendidad reticulado:ausente:0, ligero:1, medio:2// Abscision: no observado:0, medio:1, absicion:2, totalmente: 3//Color carne: verde-blanco:1, verde:2,
blanco:3, amarillo:4// Color semillas: ausente:0, canela:1, blanco-marfil:2, amarillo:3//Aroma externo: ausente:0, débil:1, medio: 2, fuerte:3//Aroma

interno: ausente:0, débil:1, medio: 2, fuerte:3//




Anexo 2

ANEXO 2.

Fichas de los frutos obtenidos en campo.
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AC1

Anexo 2

Forma: alargado

Color:

Externo: crema con puntitos blancos

Interno: blanco

Tamano:

Longitud:120 mm

Anchura: 80 mm
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Anexo 2

AC2

Forma: alargado

Color:

Externo: crema con puntitos blancos Interno: blanco
Tamafio:

Longitud: 150-170mm Anchura: 60-80 mm
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AC4

Anexo 2

Forma: Ovalado

Color:

Externo: verde oscuro con puntitos amarillos

Interno: verde-blanco

Tamano:

Longitud:90-110 mm

Anchura: 70-90 mm

Otros: aroma externo e interno fuerte
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Anexo 2

AC14

Forma: Alargado

Color

Externo: verde claro con puntitos crema Interno: verde
Tamafio

Longitud: 410 mm Anchura: 90 mm
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Anexo 2

AC15

Forma: Ovalado

Color

Externo: verde oscuro con puntitos mas Interno: blanco
claros

Tamafio

Longitud: 80-100 mm Anchura: 70-100 mm
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AC16

Anexo 2

Forma: Alargado

Color

Externo: verde con puntitos crema

Interno: verde-blanco

Tamano

Longitud: 220 mm

Anchura: 70 mm
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AC18

Anexo 2

Forma: Alargado

Color

Externo: crema con puntitos blancos

Interno: crema

Tamaifio

Longitud: 310 mm

Anchura: 50 mm

Otros: aroma externo e interno fuerte
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AC20

Anexo 2

Forma: Alargao

Color

Externo: blanco con puntitos crema

Interno: blanco

Tamaifio

Longitud: 270 mm

Anchura: 70 mm
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AC21

Anexo 2

Forma: Ovalado

Color

Externo: verde con puntitos blancos y
manchas verde oscuro

Interno: verde-blanco

Tamano

Longitud: 230 mm

Anchura: 140 mm
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AC33

Anexo 2

Forma: Alargado

Color

Externo: verde oscuro con puntitos blancos

Interno: blanco

Tamano

Longitud: 280 mm

Anchura: 60 mm
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AC41

Anexo 2

Forma: Alargado

Color

Externo: amarillo con puntitos crema

Interno: amarillo

Tamano

Longitud: 280 mm

Anchura: 70 mm

Otros: aroma externo e interno fuerte
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AC44

Anexo 2

Forma: Muy alargado

Color

Externo: crema con puntitos blancos

Interno: verde-blanco

Tamano

Longitud: 580 mm

Anchura: 90 mm
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Anexo 2

AC54

Forma: Alargado

Color

Externo: crema con puntitos blancos Interno: verde
Tamafio

Longitud: 270 mm Anchura: 70 mm
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AC62

Anexo 2

Forma: Muy alargado

Color

Externo: crema

Interno: crema

Tamaifio

Longitud: 180 mm

Anchura: 40 mm
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AC63

Anexo 2

Forma: Muy alargado

Color

Externo: verde claro con puntitos crema

Interno: crema

Tamaifio

Longitud: 550 mm

Anchura: 50 mm
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AC70

Anexo 2

Forma: Muy alargado

Color

Externo: verde con puntitos amarillos

Interno: verde-blanco

Tamano

Longitud: 590 mm

Anchura: 80 mm

-9) .-




ACS80

Anexo 2

Forma: Ovalado

Color

Externo: amarillo con puntitos blancos

Interno: amarillo

Tamaifio

Longitud: 210 mm

Anchura: 110 mm

-93 .




AC 81

Anexo 2

Forma: Alargado

Color:

Externo: amarillo con puntitos

Interno: amarillo-verde

Tamaiio:

Longitud:470-560 mm

Anchura: 70-100 mm
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AC 82

Anexo 2

Forma: Alargado

Color:

Externo: verde

Interno: blanco

Tamaiio:

Longitud: 220mm

Anchura: 40 mm
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Kav 35

Anexo 2

Forma: Ovalado

Color

Externo: verde oscuro con puntitos mas

claros

Interno: blanco

Tamaifio

Longitud: 120 mm

Anchura: 100 mm

Otros: aroma externo e interno fuerte
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KAV105

Anexo 2

Forma: redondo

Color

Externo: amarillo-naranja

Interno: verde-blanco

Tamano

Longitud: 120-140 mm

Anchura: 120-130 mm
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Kav 173

Anexo 2

Forma: Aplanado

Color

Externo: verde con puntos més claros y

bandas grises

Interno: verde

Tamaifio

Longitud: 90 mm

Anchura: 90 mm
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Kav 174

Anexo 2

Forma: Redondo

Color

Externo: verde oscuro con puntitos mas

claros y bandas grises

Interno: verde

Tamaifio

Longitud: 100 mm

Anchura: 110 mm

Otros: aroma externo e interno fuerte
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KAV175

Anexo 2

Forma: Redondo

Color

Externo: verde con manchas mas oscuras

Interno: verde claro

Tamano

Longitud: 40 mm

Anchura: 33 mm
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KAV176

Anexo 2

Forma: ovalado

Color

Externo: verde oscuro-ocre

Interno: naranja-blanco

Tamano

Longitud: 90-100 mm

Anchura: 80-90 mm

Otros: olor fuerte
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KAV177

Anexo 2

Forma: ovalado

Color

Externo: amarillo-blanco

Interno: verde

Tamaifio

Longitud: 110-150 mm

Anchura: 110-150 mm
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KAV179

Anexo 2

Forma: alargado y puntiagudo

Color

Externo: ocre y verde

Interno: verde

Tamaifio

Longitud: 230 mm

Anchura: 80 mm
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KAV180

Anexo 2

Forma: aplanado

Color

Externo: ocre-verde

Interno: blanco

Tamano

Longitud: 80-90 mm

Anchura: 90-120 mm

Otros: aromatico
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Anexo 2

Kav181

Forma: Ovalado

Color

Externo: verde oscuro con puntitos blancos | Interno: verde-blanco

Tamaifo

Longitud: 180 mm Anchura: 70 mm

Otros: aroma externo fuerte
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Kav185

Anexo 2

e
b
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Forma: Forma de pera

Color

Externo: verde oscuro con puntitos

amarillos y manchas verdes

Interno: blanco

Tamaifio

Longitud: 150 mm

Anchura: 90 mm
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Kav 186

Anexo 2

Forma: Redondo

Color

Externo: naranja-ocre con puntitos

amarillos y bandas grises

Interno: verde

Tamaifio

Longitud: 120 mm

Anchura: 100 mm

Otros: aroma externo e interno fuerte
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KAV187

Anexo 2

Forma: aperado

Color

Externo: verde claro-blanco

Interno: verde-blanco

Tamaifio

Longitud: 160-200 mm

Anchura: 70-90 mm
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KAV188

Anexo 2

Forma: muy alargado

Color

Externo: verde con puntitos amarillos

Interno: blanco-amarillo

Tamaifio

Longitud: 700-1100 mm

Anchura: 40-70 mm

Otros: olor muy fuerte
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Kav190

Anexo 2

Forma: Redondo

Color

Externo: gris con puntitos amarillos

Interno: naranja

Tamano

Longitud: 90 mm

Anchura: 90 mm
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Anexo 2

ACS AC25

AC 32 AC47

ACS1 ACSS

AC 60 ACT1
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Anexo 2

AC78 KAV174

KAV 179 KAV183
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