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Resumen

Como consecuencia de los procesos de domesticacion y de los programas de
mejora genética vegetal, se ha producido una importante pérdida de la
variabilidad genética de las especies cultivadas. Con el objetivo de recuperar
parte de esta variabilidad perdida, aprovechar una diversidad genética mas
amplia e incrementar la precision en el mapeo de caracteres cuantitativos, se
desarrolla la primera poblacion experimental multiparental MAGIC (Multi-parent
Advanced Generation InterCross) de berenjena. La tercera generacién de
autofecundacién presenta un elevado grado de fijacién (87,5%) por lo que el
fenotipado de estos materiales permite diseccionar la genética de distintos
caracteres de interés especificos de berenjena como antocianos y clorofila en
los frutos, mutacidon Puc (pigmentacion debajo del caliz), forma del fruto, color
de la flor y espinosidad de la planta. Los resultados del analisis del fenotipado
junto con los datos de genotipado futuros, permitiran validar el modo de
herencia genética de los distintos caracteres estudiados y se podran confirmar
los genes/QTLs asociados. De este modo, estos materiales consiguen optimizar
el aprovechamiento de los recursos fitogenéticos disponibles y representan un

material de élite para la mejora de la berenjena.
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Resum

Com a conseqiiencia dels processos de domesticacio i dels programes de
millora genética vegetal, s'ha produit una important perdua de la variabilitat
genetica de les especies cultivades. Amb I'objectiu de recuperar part d'aquesta
variabilitat perduda, aprofitar una diversitat genética més amplia i incrementar
la precisid en el mapatge de caracters quantitatius, es desenvolupa la primera
poblacid experimental multiparental MAGIC (Multi-parent Advanced
Generation InterCross) d'albergina. La tercera generacié d'autofecundacio
presenta un elevat grau de fixacié (87,5%), pel que el fenotipat d'aquestos
materials permet disseccionar la genética de distints caracters d'interés
especifics d'albergina com antocians y clorofil'la en els fruits, mutacid Puc
(pigmentacién davall del calze), forma del fruit, color de la flor i espinositat de
la planta. Els resultats de I'analisi del fenotipat junt a les dades de genotipat
futures, permetran validar el mode d’heréncia genetica dels distints caracters
estudiats i es podran confirmar els gens/QTLs associats. D’aquesta manera,
estos materials aconsegueixen optimitzar ['aprofitament dels recursos
fitogenétics disponibles i representaran un material d'elit per a la millora de

I'albergina.
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Abstract

Because of domestication processes and plant genetic breeding programs,
there has been a significant loss of genetic variability of the cultivated
species. With the aim of recovering part of this lost variability, take advantage
of a wider genetic diversity and increase the precision in the mapping of
quantitative traits, the development of the first experimental multiparental
eggplant MAGIC (Multi-parent Advanced Generation InterCross) population is
carried out. The third generation of self-fertilization has a high degree of
fixation (87,5%), so the phenotyping of these materials allows the dissection
of the genetics of different traits of interest specific to eggplant such as
anthocyanins and chlorophyll in fruits, Puc mutation (pigmentation under the
calyx), fruit shape, flower color and plant prickles. The analysis phenotyping
results, together with the future genotyping data, will validate the genetic
inheritance mode of the different characters studied and the associated
genes/QTLs can be confirmed. In this way, these materials manage to
optimize the use of the available plant genetic resources and will represent an

elite material for the breeding of eggplant.
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1. Introduccion

1.1. El cultivo de la berenjena

1.1.1. Importancia economica

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las hortalizas deben
ser una parte muy importante de nuestra dieta, ya que son ricas en
compuestos esenciales para la salud humana. Dentro de la familia de
las solanaceas se encuentran algunas de las hortalizas de mayor relevancia
econdmica, como la berenjena (Faostat, 2017). En muchos paises, la berenjena
se considera un alimento basico y con el fin de garantizar la seguridad
alimentaria mundial, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) ha incluido este cultivo, junto con otros 34,

en el Anexo 1 del Tratado Internacional sobre los Recursos Fitogenéticos para

la Alimentacién y la Agricultura (http://www.fao.org).

La berenjena se sitUa en la quinta posicion mundial entre las hortalizas
con una produccién total de 52,3 millones de toneladas (Faostat, 2017). Los
paises lideres en produccion de berenjena son China, India, Egipto, Turquia e
Iran, destacando los dos primeros por encima del resto (Figura 1). China es el
principal productor con un 63% de la produccién total, seguido de India con un
24%. Le siguen, aunque a mucha distancia, Egipto, Turquia e Iran con un 1-

1,5% de la produccion.

En Espafia, la produccion de berenjena supera las 225.000 toneladas,
destinandose un 64% de la produccion a la exportacién, fundamentalmente a la
Unién Europea (Fepex, 2017). De las 3.700 hectareas dedicadas al cultivo de
berenjena, 2.400 hectareas se localizan en Almeria, donde se genera mas del

90% de la produccién espaiola total.


http://www.fao.org/
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Figura 1. Ranking mundial de los 5 paises mas importantes en produccion de berenjena en
2017. Fuente: Faostat, 2017.

En los ultimos anos se ha incrementado considerablemente la produccién
mundial de berenjena, en parte favorecida por recientes estudios que ponen de
manifiesto su poder nutracedtico y su rica composicidn en micronutrientes y
compuestos bioactivos saludables (Plazas et al., 2013a,b; Scorsatto et al.,
2017). Dentro de las especies horticolas, la berenjena es una de las mas ricas
en compuestos fendlicos, destacando sobre los demas el acido clorogénico.
Estos compuestos le confieren un alto poder antioxidante (Cao et al., 1996;
Stommel and Whitaker, 2003; Prohens et al., 2007), asi como la capacidad de
neutralizar radicales libres y actividad antitumoral /n vitro (Sawa et al., 1998;
Gonzalez, 2015). Todas estas propiedades bioactivas hacen que la berenjena

sea un cultivo con interés creciente.

1.1.2. Encuadre taxondémico

La berenjena (Solanum melongena L.) pertenece a las angiospermas y se
encuadra dentro de la familia Solanaceae junto con otras especies cultivadas de
relevante importancia econdmica como el tomate (Solanum lycopersicum L.),
pimiento (Capsicum sp.), patata (Solanum tuberosum L.) y tabaco (Nicotiana

tabacum) (Tabla 1). Esta familia comprende aproximadamente 101 géneros y



2.700 especies distribuidas por todo el mundo y con una gran diversidad de
habitos, morfologia y ecologia (Knapp et al., 2019). Las solanaceas se
caracterizan por la presencia de flores pentameras, con sépalos persistentes
frecuentemente ascendentes. Generalmente presentan ovario sUpero o
bilocular, con varios 6vulos por lobulo. Los frutos suelen ser bayas, drupas o

capsulas, indehiscentes y con varias semillas por I6bulo.

Tabla 1. Encuadre taxondmico de la berenjena. Fuente: Knapp et al., 2019.

Clase Magnoliopsida
Superorden Solananae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Subfamilia Solanoideae
Tribu Solaneae
Género Solanum
Subgénero Leptostemonum
Seccion Melongena
Serie Incaniformia

Especie Solanum melongena L.

El género Solanum engloba aproximadamente la mitad de la diversidad
de las especies de la familia y es uno de los pocos géneros de plantas con
flores que incluye mas de 1.300 especies. Se distribuye por todos los
continentes, a excepcion de la Antartida, en una amplia variedad de habitats,
desde selvas tropicales hasta los desiertos mas secos (Knapp et al., 2019). En
él se encuentran plantas herbaceas, arbustivas o arbdreas, usualmente

espinosas, cuyos frutos suelen ser bayas globulosas.

La berenjena es diploide, con un nimero cromosémico de 2n=24 y un
tamafio de genoma aproximadamente de 1,21 Gbp (Barchi et al., 2019b). Se

trata de una planta herbacea anual de crecimiento indeterminado que puede

3



alcanzar una altura de 0,5-1,5 m (Illescas and Vesperinas, 1989). Las hojas son
grandes y ovaladas, de hasta 15-25 cm de largo. Son pilosas en la cara abaxial
y suelen presentar espinas en las nerviaciones prominentes o en el peciolo de
las hojas. Presenta flores hermafroditas solitarias o en pequenos racimos, cuyo
caliz es persistente y tomentoso con sépalos espinosos y pétalos de color
violdceo o blanco. Por lo general, la berenjena es autdgama, aunque
eventualmente puede darse la polinizacién cruzada con otras plantas cercanas
por presentar cierto porcentaje de alogamia. Este puede llegar a ser de hasta
un 30%, especialmente en el cultivo al aire libre y en presencia de insectos
polinizadores (Kalloo, 1993). Concretamente, coledpteros de los géneros
Colaspis fabricius 'y Astylus laporte o himenopteros del género Bombus latreille,
son eficientes polinizadores de la berenjena (Milléo et al., 2011). Los frutos de
berenjena son muy variables (Figura 2), con formas redondeadas hasta
completamente alargadas, un tamano de 2-30 cm de largo y con la epidermis
lisa o corrugada. Presentan una amplia gama de colores como morado oscuro,
violeta, negro, blanco o amarillo en su estado de madurez fisioldgica, y pueden
ser lisas o estriadas. La pulpa es carnosa, de coloracidn amarilla, blanca o
verde, produciéndose un pardeamiento de la carne del fruto al entrar en
contacto con el aire por su elevado contenido en &acido clorogénico y la
actividad polifenol oxidasa (PPOs) (Daunay and Hazra, 2012; Mishra et al.,
2013; Plazas et al., 2013a,b). Cada fruto puede producir hasta 2.500 semillas

pequefas pudiendo haber en 1 g unas 250 semillas.

Figura 2. Parte de la variabilidad existente en los frutos de berenjena. Fuente: Kaushik et al.,
2018.



En cuanto a su cultivo, presenta una amplia variedad de habitats de
crecimiento y caracteristicas vegetativas (Knapp et al., 2019), sin embargo, la
berenjena se considera uno de los cultivos horticolas mas exigentes en calor.
Puede tolerar temperaturas de hasta 40-45 °C, pero a temperaturas proximas a
la minima bioldgica, inferiores a 10-12 °C, se reducen los procesos bioldgicos,
induciendo el retraso del crecimiento y afectando a la floracion, la fecundacion
y al posterior desarrollo del fruto, pudiendo aparecer frutos partenocarpicos
(Romano and Leonardi, 1993). Bajo condiciones adecuadas, los frutos
presentan sus mejores atributos organolépticos unas 4-5 semanas antes de la

madurez fisioldgica (Gonzalez-Lavaut et al., 2007).

1.1.3. Origen, domesticacion y difusion

A diferencia de la mayoria de las solanaceas cultivadas, originales del
Nuevo Mundo, principalmente de América del Sur (D'arcy, 1972), la berenjena
es una de las pocas especies originaria del Viejo Mundo. Se han propuesto
muchas teorias sobre su domesticacion, pero hasta el momento la mayoria de
los estudios se han basado en un nimero reducido de secuencias de DNA y
marcadores al azar (Lester and Hasan, 1991; Weese and Bohs, 2010; Meyer et
al., 2012; Knapp et al., 2013). Estos estudios consideran a la berenjena como
una especie nativa de la India, donde se domesticd hace muchos afos y donde
se encuentra la mayor diversidad de formas cultivadas modernas, primitivas y
formas adventicias (Daunay, 2008). Por ello, se ha considerado a la India como
centro primario de diversidad, y otras partes del sudeste de Asia, China y la
vertiente mediterranea como centros secundarios de diversidad (Bhaduri, 1951;
Vavilov, 1951; Zeven and Zhukovsky, 1975; Karihaloo and Gottlieb, 1995;
Stommel and Whitaker, 2003; Meyer et al., 2012; Cericola et al., 2013).

Sin embargo, estudios mas recientes basados en marcadores
moleculares SNPs sugieren que la berenjena se domesticO en el sudeste
asiatico, produciendo como consecuencia una reduccién de la diversidad
genética de un 47% (Page et al., 2019b). Teniendo en cuenta que la berenjena

y sus parientes silvestres son predominantemente hermafroditas, y en algunos



casos andromonoicos (Aubriot and Daunay, 2019), la seleccion humana es
probablemente la causa principal de la poca variabilidad que se observa en las

especies cultivadas.

Estudios basados en la variabilidad morfoldgica y molecular indican que
la berenjena es el resultado de la domesticacién de la especie silvestre S.
insanum L. (Meyer et al., 2012; Page et al., 2019b). Esta especie silvestre se
encuentra principalmente en el sudeste de Asia y presenta muchas similitudes
morfoldgicas con las formas cultivadas de S. melongena (Figura 3). Ademas, es
posible la obtencién de hibridos completamente fértiles y con meiosis regular

entre las dos especies (Knapp et al., 2013).

Figura 3. Morfologia de Solanum insanum. (A-C) Flores de diferentes accesiones y origenes;
(D) Seccidn longitudinal de la flor; (E-G) Frutos de las diferentes accesiones; (H) Seccion
longitudinal del fruto; (I) Vista microscépica de las semillas; (J-L) Espinosidad de la planta.
Fuente: Ranil et al., 2017.



Previamente a los estudios de Meyer et al. (2012), Lester y Hasan (1991)
sugirieron que la berenjena cultivada fue domesticada a partir de S. /ncanum,
especie que se encuentra distribuida en Africa oriental y Oriente Medio (Knapp
et al., 2013). Estos estudios defendian que las formas ancestrales se S.
melongena se originaron en el trdépico africano y se apoyaban en la gran
variabilidad morfoldgica y de habitats de estos taxones (Weese and Bohs,
2010). Ademas, postulaban que en el Neolitico las formas silvestres de
berenjena se utilizaban con fines medicinales, para cutir cuero o cuajar la leche,
y habrian acompafiado al ser humano en sus desplazamientos desde Oriente
Medio hasta la India. Una vez en la region indo-birmana, y como consecuencia
de la domesticacién, estos materiales habrian evolucionado a las formas

cultivadas actuales (Nuez et al., 2002).

Los analisis mas recientes de S. melongena apuntan a que se produjo
una domesticacion unica y un flujo genético significativo de malezas de cultivos
silvestres (Page et al., 2019b). A través de la ruta de la seda, la berenjena
habria migrado hacia el Mediterraneo difundiéndose hacia Occidente en manos
de los arabes (Gonzalez, 2015). A partir de las variedades introducidas por los
arabes irian surgiendo nuevas variedades mas adaptadas a las condiciones de
cada localidad, dando lugar a la gran diversidad actual (Prohens et al., 2005).
La introduccién en América la debieron realizar los espafoles, sin embargo, en

este continente no ha alcanzado la importancia que tiene en el Viejo Mundo.

1.2. Rescate de la variabilidad perdida

1.2.1. Las consecuencias de la domesticacion

La domesticacion suele modificar el rango de variacion de los caracteres
directamente afectados por las presiones de seleccidon (por ejemplo, el tamafo
del fruto) y arrastrados genéticamente con ellos (por ejemplo, el tamaiio de las

semillas). Cuando la domesticacion se produce en areas distintas del centro de



origen, las nuevas condiciones ambientales aplican presiones de seleccidn
suplementarias, que contribuyen a un mayor cambio morfoldgico y fisioldgico
del cultivo (Weese and Bohs, 2010).

Por lo que respecta la diversidad genética, la domesticacion parece ser
generalmente una pérdida mas que una ganancia, ya que la mayoria de los
genes principales que se ven afectados por la domesticados estan bajo control
genético recesivo y generalmente se asocia a una pérdida de la funcién o
regulacion genética (Lester, 1989). Suele ir acompanada de una reduccién de la
diversidad genética dentro del taxon cultivado en comparacién con la silvestre
(Smykal et al., 2018), lo que parece paraddjico ya que las plantas domesticadas
se caracterizan por una gran diversidad fenotipica. La domesticacion también
puede tener un impacto sobre el genoma, produciendo cambios en Ia
arquitectura genética a lo largo de los cromosomas y la expresion génica (Page
et al., 2019a).

Por tanto, como consecuencia de los procesos de domesticacién y de los
programas de mejora genética vegetal, generalmente se ha producido una
importante pérdida de la variabilidad genética de las especies cultivadas, lo que
provoca un mayor riesgo de pérdidas de produccion frente a las amenazas y
una disminucién de las fuentes de variabilidad para la mejora de caracteres de
calidad del fruto, entre otros (Meyer et al., 2015). Por este motivo y aunque el
cultivo de la berenjena muestra tendencias positivas en cuanto a produccion,
rendimientos y consumo, en la actualidad esta constantemente amenazado por
multiples estreses abidticos y bidticos, debido al estrechamiento y uniformidad
genética de las variedades comerciales modernas de alto rendimiento y al

cambio climatico (Dempewolf et al., 2014).

Concretamente, la berenjena cultivada ha experimentado una fuerte
reduccion de la variabilidad genética a lo largo los procesos de domesticacién
desde Africa a Asia y finalmente a Europa, provocando un estrechamiento de su
base genética en comparacidén con sus especies cercanas (Meyer et al., 2015;
Acquadro et al., 2017). Estudios con marcadores moleculares demuestran que

S. melongena muestra una diversidad molecular reducida respecto a su
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pariente silvestre S. /ncanum para cpDNA (Sakata and Lester, 1994), RAPD
(Karihaloo et al., 1995; Singh et al., 2006), SSR (Mutegi et al., 2015; Timbilen
et al., 2011) y SNPs en todo el genoma. Esto puede ser debido a que la
domesticacion de la berenjena se realizd a partir de un acervo genético
limitado, lo cual pudo originar un cuello de botella (Isshiki et al., 1994;
Karihaloo y Gottlieb, 1995; Vorontsova et al., 2013).

La falta de variaciébn genética en las especies cultivadas limita la
explotacién de la variacion intraespecifica (Zamir, 2001). A este respecto, para
lograr recuperar la variabilidad genética perdida, los mejoradores de plantas
estan recurriendo a las especies relacionadas y a los parientes silvestres como
fuentes para ampliar la base genética de las especies cultivadas (Prohens et al.,
2017).

1.2.2. Objetivos de mejora

La mejora de la berenjena se ve limitada debido a que la mayoria de los
caracteres de interés bioldgico y econdmico son de naturaleza cuantitativa.
Estos caracteres muestran una variacion continua dentro y entre especies y
pueden estar controlados por multiples genes de efecto pequefio (Frary et al.,
2003; Daunay and Hazra, 2012; Portis et al., 2014). El control poligénico de
estos caracteres complica la identificacion de las variantes moleculares causales
(Morell et al., 2012). Por este motivo, existe un conocimiento limitado sobre el
control genético de caracteres de importancia agrondmica para la berenjena.
Esto hace que sea necesario caracterizar y realizar la mejora en plantas adultas,
lo que requiere del uso de invernaderos o campos de cultivo, limitando asi el
nimero de individuos a estudiar. Ademas, gran parte del germoplasma
relacionado que podria resultar interesante para la mejora no esta

suficientemente caracterizado (Daunay et al., 2001b; Robinson et al., 2001).

Actualmente, los principales objetivos de mejora en berenjena se centran
en la calidad funcional y aparente del fruto, aparte de la productividad,
proponiendo el desarrollo de variedades con un contenido elevado en acido

clorogénico y baja actividad de los enzimas polifenol oxidasa (PPOs), que
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contribuyen al pardeamiento de la carne del fruto (Daunay and Hazra, 2012;
Mishra et al., 2013; Plazas et al., 2013a,b) (Figura 4). Ademas, destacan por su
importancia la mejora relacionada con el color de la piel y la forma del fruto, la
espinosidad del caliz, el color de la carne, asi como el ya mencionado

pardeamiento de la misma.

Figura 4. Pardeamiento de la carne del fruto de berenjena con el transcurso del tiempo.

Fuente: Cantwell and Suslow, 2009.

Los trabajos realizados por distintos grupos muestran que existe una
amplia diversidad en el material vegetal para todos estos caracteres (Plazas et
al., 2013b).

1.2.3. Poblaciones experimentales

A pesar de la gran diversidad genética existente en el germoplasma
disponible, no existen estudios sistematicos que aborden de forma especifica la
generacion de material de élite a partir de una amplia diversidad genética y el
desarrollo de informacidén clave para la mejora genética de caracteres de
calidad funcional y aparente en berenjena. En particular, la utilizacion de
poblaciones desarrolladas especificamente para este objetivo representaria una
herramienta potente para conseguir estos objetivos (Pérez-de-Castro et al.,
2012). El aprovechamiento de las especies silvestres en los programas de
mejora comenzd hace casi 90 afos a través del desarrollo de varios tipos de
poblaciones segregantes como las lineas de introgresién (ILs), lineas

recombinantes consanguineas (RILs) y lineas consanguineas a partir de
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retrocruzamientos (BILs), entre otras (Eshed and Zamir, 1995; Paran et al.,
1995; Monforte and Tanksley, 2000; Doganlar et al., 2002b).

En la actualidad, solo hay disponible una poblacion IL de berenjena
recientemente desarrollada en la que se utilizd la especie silvestre S. incanum
como parental donante por su tolerancia relativamente alta a la sequia y S.
melongena como recurrente (Gramazio et al., 2017) (Figura 5). En el conjunto
de ILs resultantes se consiguid identificar 68 genes candidatos involucrados en
la tolerancia a la sequia, por lo que representan un material de élite para
desarrollar nuevos cultivares de berenjena adaptados a los desafios planteados

por el escenario del cambio climatico.

Estas poblaciones han sido muy utiles en la introgresién de genes de
resistencia a estreses bioticos y en la diseccidén de caracteres complejos (Julian
et al., 2013), pero tienen la desventaja de que se aprovecha una sola entrada

de especie silvestre.

Figura 5. Poblacion IL de berenjena desarrollada utilizado S. /ncanum como parental donante.

Fuente: Gramazio et al., 2017.
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Las poblaciones experimentales tradicionales combinan el genoma de
dos parentales con fenotipos diferentes para identificar regiones del genoma
que regulan caracteres de interés. Dichas poblaciones combinan genomas
fundadores bien caracterizados en pedigries controlados y facilitan la
investigacion tanto del propio genoma como de su relacidon con el fenotipo vy el
medio ambiente (Huang et al.,, 2015). Sin embargo, cada una de estas
poblaciones captura solo una pequeia instantanea de los factores que afectan
a los caracteres debido a la estrecha base genética. Solo es posible detectar
aquellas regiones gendmicas que difieren entre dos lineas y la resolucion se
limita a 10-30 cM, ya que el analisis se basa principalmente en los eventos de
recombinacidon que tienen lugar durante la meiosis de la F1 (Hall et al., 2010).

Ademas, todos los alelos aparecen con alta frecuencia en la poblacion.

Los estudios de asociacion de genomas completos (GWAS) son una
alternativa que ofrecen una vista panoramica de toda la poblacién mediante el
muestreo de individuos distantes relacionados, por lo que capturan una
diversidad mucho mayor. El principal problema es que requieren muestras muy
grandes para tener el poder suficiente para detectar regiones gendmicas de
interés y, por lo tanto, puede presentar dificultades a la hora de detectar alelos

raros (Huang et al., 2015).

Otras poblaciones experimentales complejas pero intermedias en cuanto
a poder, diversidad y resolucién, ofrecen una alternativa a estos disenos y
abordan sus limitaciones (Tabla 2). Por este motivo, se propone el rescate de
parte de la variabilidad perdida en berenjena mediante la construccién de una
poblacion multiparental MAGIC (Multi-parent Advanced Generation InterCross)
(Cavanagh et al., 2008).

Si bien una poblacién de MAGIC requiere una mayor inversion inicial en
capacidad y tiempo que una poblacién biparental, incluye mayor diversidad de
polimorfismos y la seleccion cuidadosa de los parentales fundadores asegura la
relevancia de los resultados finales como un panel de recursos genéticos a largo

plazo (Huang et al., 2015).
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Tabla 2. Ventajas y limitaciones de las poblaciones biparentales, GWAS y MAGIC. Fuente:
Pascual et al., 2015.

Poblacion Ventajas Limitaciones
Biparental Rapido desarrollo Limitado a dos alelos contrastantes
Mapeo de alelos raros Pocos eventos de recombinacién
Facil analisis Intervalo de soporte QTL grande
MAGIC Varios alelos/QTLs segregantes Tiempo de desarrollo
Mayor precision Poblaciones mas grandes
Mapeo fino Requerimiento de marcadores
Selecciéon de SNPs candidatos
Sin estructura poblacional
Adecuado para la seleccion
Estudios de Existen colecciones, Requiere muchos marcadores
asociacion elevada diversidad Estructura poblacional
(GWAS) Recombinacion natural Cuando el LD es elevado,

Cuando el LD es limitado,

mapeo aproximado

mapeo preciso Alelos raros dificiles de identificar

1.2.4. Poblacion multiparental MAGIC

Las poblaciones MAGIC se generan mediante varios entrecruzamientos
de n lineas hasta que todos los genotipos fundadores se han combinado en
iguales proporciones, seguido de una serie de autofecundaciones (Cavanagh et
al., 2008). Este tipo de poblaciones permite el estudio y aprovechamiento de
una diversidad genética mas amplia mediante la mezcla de genomas de un
mayor nUmero de lineas parentales, generalmente ocho. Ademas, se
incrementa la precisiéon del mapeo de QTLs al incluir mas ciclos de meiosis
informativas, maximizandose los fendmenos de recombinacién y formacion de
nuevas combinaciones alélicas en las multiples generaciones de cruzamientos y
autofecundaciones necesarias para su desarrollo (Cavanagh et al., 2008). Todo
esto, unido a la variacién genética nueva en los ocho genotipos parentales,

permite optimizar el aprovechamiento de estos recursos fitogenéticos.
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Poblaciones MAGIC han sido construidas en varios cultivos como maiz
(Johal et al., 2008), trigo (Huang et al., 2012), Arabidopsis thaliana (Kover et
al., 2012), arroz (Bandillo et al., 2013) y tomate (Pascual et al.,, 2014),
demostrando su poder de deteccion de QTLs subyacentes a caracteres
cuantitativos de interés. En cuanto a la berenjena, esta seria la primera

poblacion MAGIC que se desarrolla.

El potencial de las poblaciones MAGIC para incluir un amplio rango de
variacion abre nuevas vias para la explotacion de la variabilidad perdida.
Ademas, permitira diseccionar la genética de distintos caracteres de calidad del
fruto, la correlacién genética entre ellos, e identificar marcadores moleculares
para la piramidacién de genes/QTLs implicados en la calidad del fruto. Estos
materiales representaran un material de élite para la mejora de la calidad de la

berenjena.

1.2.5. Seleccion de parentales

Planificar el disefio experimental de una poblacion antes de iniciar su
desarrollo ayuda a garantizar no solo la novedad, sino también su capacidad
para responder preguntas practicas de interés. Para las poblaciones MAGIC esto
es de particular importancia dada la complejidad del disefio, la inversion de
tiempo requerida para su desarrollo y la cantidad de factores que
eventualmente influyen en el poder, la diversidad y la resolucion de la progenie
(Pascual et al., 2015).

Antes de iniciar el desarrollo de la poblacién, se deben elegir
cuidadosamente las lineas parentales fundadoras. La seleccion puede basarse
en la diversidad geografica, genética y fenotipica (Figura 6), ya sea en un
conjunto restringido de material (por ejemplo, cultivares de élite, adaptacion
geografica) o material de origenes mas diversos (colecciones mundiales de
germoplasma, parientes silvestres lejanos) (Huang et al.,, 2015). Estos

materiales deben estar bien caracterizados a nivel molecular y fisiologico.
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Figura 6. Seleccion de los parentales de la poblacion MAGIC basada en la diversidad

geografica, genética y fenotipica. Fuente: Huang et al., 2015.

En caso de utilizar especies muy lejanas, hay que tener en cuenta que la
incompatibilidad genética en algunas especies puede causar una gran reduccion
en el numero de descendientes derivados de un cruce especifico determinado
(Huang et al., 2015). Las diferencias cromosdmicas especificas de variedad,
como los reordenamientos o las introgresiones silvestres, también pueden

afectar a la progenie final y a su uso para el mapeo genético.

Ademas de la diversidad genética, la diversidad fenotipica debe
manejarse cuidadosamente para producir un recurso que también sea practico.
La consideracion de ciertos caracteres como el tiempo de floracion en los
parentales evitara la segregacion indeseable en la progenie, lo que afectara no
solo la evaluaciéon fenotipica posterior, sino que también tendra un impacto

practico en la realizacion de los cruces (Huang et al., 2015).

1.2.6. Entrecruzamientos y mezcla de genotipos
En la primera etapa del desarrollo de la poblacion, los ocho parentales
seleccionados se entrecruzan entre si dos a dos ampliando de este modo la

base genética (Figura 7). El resultado de esta etapa es un conjunto de lineas
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Cuyos genomas son una mezcla de ambos parentales fundadores, denominados

hibridos simples.

En la segunda etapa, las lineas mixtas se entrecruzan aleatoria y
secuencialmente como en las poblaciones de entrecruzamientos avanzados
(AIC) (Darvasi and Soller, 1995), dando lugar a hibridos dobles. El objetivo
principal de este entrecruzamiento es aumentar el nimero de recombinaciones
en la poblacion. Del mismo modo y con el mismo objetivo, en la tercera etapa

lo hibridos dobles se entrecruzan entre si obteniendo hibridos cuadruples.

Parentales

Hibridos Simples

& - Hibridos Dobles

Hibridos Cuadruples

Figura 7. Esquema general de entrecruzamientos para el desarrollo de una poblacién MAGIC a
partir de 8 parentales. Fuente Huang et al., 2015.

En estas etapas es importante mantener el tamafno poblacional ya que, si
en cualquier generacién el nimero de individuos se reduce, los individuos
derivados de ellos estaran relacionados entre si, reduciendo la diversidad
genética. Esta relacion también puede crear una estructura poblacional que
puede sesgar los analisis, afectando a la construccion del mapa genético y al
mapeo de QTLs, si no se contabilizan de manera apropiada (Huang et al.,
2015).
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En la cuarta etapa, los individuos resultantes de la fase anterior se
autofecundan para crear individuos homocigotos. Esta etapa se puede llevar a
cabo via descendientes de semilla Unica (Single Seed Descent, SSD) (Goulden,
1939; Brim, 1966; Bailey, 1971) o produccion de dobles haploides (Blakeslee et
al., 1922; Maluszynski et al., 2003). Si bien la produccién de doble haploides es
a menudo mas rapida, las multiples generaciones de autofecundacion
introducen una recombinacion adicional, aunque menos que durante las etapas

de entrecruzamientos iniciales y avanzados.

La descendencia de autofecundacidon no sera totalmente homocigota, a
menos que se hayan desarrollado lineas doble haploides. Normalmente, las
plantas se autofecundan durante cinco o mas generaciones, por lo que el nivel
esperado de heterocigosidad en el genoma es inferior al 3% (Huang et al.,
2015). En general, para desarrollar poblaciones MAGIC, se requiere un minimo

de 8 temporadas de cultivo para alcanzar al menos la generacion S5.
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2. Justificacion y objetivos

Como resultado de lo expuesto anteriormente, los objetivos especificos

de este Trabajo Final de Master son:

e Desarrollo y fijacion en homocigosis de una poblacion MAGIC de

berenjena.

e Fenotipado de la tercera generacion de autofecundacion (S3) de una
poblacion MAGIC.

e Estudio sobre el modo de herencia genética de caracteres de interés

especificos de berenjena, en base a los datos de fenotipado anteriores.
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3. Materiales y métodos

3.1. Desarrollo y fijacion de una poblacion MAGIC de berenjena

3.1.1. Seleccidén de parentales altamente variables

La poblacion MAGIC de berenjena se desarrolla a partir de ocho
parentales genética y fenotipicamente muy distintos, asi como complementarios
para caracteres agronomicos y de calidad del fruto (Gramazio et al., 2019),

incluyendo las siguientes accesiones (Figura 8):

A) MM1597: procedente de India, verde y muy alargada;

B) DH_Ecavi: linea doble haploide a partir del hibrido comercial Ecavi que
presenta un fondo genético de élite;

C) MM577: accesion de la especie silvestre S, incanum que ha sido utilizado
como parental para el desarrollo de una linea de introgresion (Gramazio
et al.,, 2017);

D) AN-S-26: variedad tradicional morada de forma oval que ha sido utilizado
como parental para el desarrollo de una linea de introgresion (Gramazio
et al., 2017);

E) H15: berenjena de Almagro con alto contenido en polifenoles y fondo
verde;

F) A0413: frutos achatados, fasciados y blancos;

G) IVIA-371 o Listada de Gandia: listada con frutos muy grandes y fondo
blanco con espinas en céliz;

H) ASI-S-1: procedente de China con frutos redondos y fondo morado.

Estos ocho parentales utilizados se han seleccionado por su diversidad
geografica, genotipica, ya que presentan una amplia diversidad genética segun
datos de resecuenciacion (Gramazio et al.,, 2019), y fenotipica para los
caracteres de calidad objetivo del trabajo. Entre ellos, se ha incluido una

especie silvestre, S. incanum, para ampliar la base genética.
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Figura 8. Parentales empleados para el desarrollo de la poblacion MAGIC de berenjena.

3.1.2. Esquema de entrecruzamientos

Para iniciar el desarrollo de la poblacién MAGIC de berenjena, los ocho
parentales seleccionados (A-H) se entrecruzaron entre si dos a dos dando lugar
a los hibridos simples AB, CD, EF y GH. A su vez, los hibridos simples AB y CD
se cruzaron entre ellos dando lugar al hibrido doble ABCD vy los hibridos simples

EF y GH se cruzaron para la obtencién del hibrido doble EFGH (Figura 9).

Para la obtencién de hibridos cuadruples ABCDEFGH se realizaron
cruzamientos reciprocos entre los hibridos dobles utilizando en unos casos
ABCD como parental femenino y en otros EFGH como masculino y viceversa,
siguiendo un esquema a “zigzag”. De esta manera todos los hibridos cuadruples
presentaban los 8 genomas a la vez y solo diferian para el citoplasma materno
heredado de los hibridos dobles ABCD o EFGH.
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Figura 9. Esquema de obtencidn de la poblacién MAGIC de berenjena a partir de ocho

parentales altamente variables.

3.1.3. Autofecundacion

Una vez conseguido el desarrollo de los hibridos cuadruples (S0), el
siguiente paso fue la obtencidon de las lineas segregantes. Para asegurar la
continuidad de las lineas SO y acelerar el proceso de autofecundacion, se
germinaron 4 plantas para cada una de las 265 combinaciones de hibridos
cuadruples, 1.060 plantas SO en total, seleccionando para la siguiente
generacidon (S1) solo las dos primeras que proporcionaran semilla viable. Del
mismo modo, para la posterior obtencion de las generaciones S2 y S3 se
germinaron dos plantas por cada linea, seleccionando la primera que diera

semilla viable.
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3.1.4. Recoleccion de los frutos y extraccion de las semillas

La determinacién de la madurez fisioldgica y el momento ideal para la
recoleccién de los frutos para la extraccién de las semillas son aspectos muy
importantes en el caso de la berenjena, ya que la madurez comercial no
coincide con la madurez fisioldgica. Mientras que las berenjenas comerciales se
recolectan cuando las semillas aun no estan formadas, con un color
blanquecino de la pulpa y coloracién brillante de la piel; las berenjenas en su
estado de madurez fisioldgica presentan semillas totalmente formadas, frutos
de coloracion amarilla, piel tersa y pulpa acorchada (Figura 10). Es este ultimo

el momento ideal para la recoleccion de los frutos.

Figura 10. Coloracion del fruto de berenjena a diferentes dias tras la antesis (DAA). Fuente:
Atilia et al., 2013.

La extraccion de las semillas de los frutos de berenjena se realiza
mediante el uso de una trituradora a baja potencia, afiadiendo una pequena
cantidad de agua y habiendo pelado y troceado de los frutos previamente. El

resultado de la trituracion se deposita en recipientes de plastico y se deja
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reposar, ya que la pulpa se separa de las semillas por diferencia de densidad. A
continuacion, se elimina la pulpa, que queda flotando, y se cuela para recoger
Unicamente las semillas, que quedan en el fondo del recipiente. Por Ultimo, las
semillas se depositan sobre papel de filtro y se dejan secar en un lugar seco y

ventilado.

3.1.5. Manejo del cultivo

Toda la semilla extraida de los frutos obtenidos como resultado de los
cruzamientos dirigidos y las autofecundaciones se germina siguiendo el
protocolo de germinacién descrito en el Anexo 1 (Ranil et al., 2015), utilizando
aproximadamente 20-25 semillas por accesion. Las plantulas germinadas en
placa se trasplantan en bandejas semillero de poliestireno y se mantienen en la
camara climatica hasta que desarrollan de dos a tres hojas verdaderas. Es

entonces cuando se trasplantan a macetas de 1,3 | y se llevan a invernadero.

Durante los meses mas frios, las plantas se mantienen en invernadero
bajo condiciones controladas para favorecer un clima mas propicio para el
cuajado de los frutos. Por el contrario, en los meses mas calurosos,
aproximadamente de abril a septiembre, las plantas se trasplantan en campo al
aire libre. Esto supone un problema para garantizar la autofecundacion ya que
el porcentaje de alogamia de la berenjena puede llegar a ser de hasta un 30%
en cultivo al aire libre y en presencia de insectos polinizadores. Por este motivo,
se realiza el embolsado de todas las flores en bolsas de organza, recogiendo
Unicamente los frutos cuajados en su interior para garantizar que se han

producido por autofecundacion.

En ambos casos, se implanta un sistema de riego por goteo y se realizan
podas frecuentes para eliminar los brotes laterales, manteniendo separadas las
plantas entre si para evitar que se produzcan polinizaciones cruzadas. En
cuanto al riego, es importante tener un control minucioso del aporte de agua ya
que un exceso de riego favorece el desarrollo de enfermedades y dificulta la

fecundacion. Cuando la humedad y la temperatura son elevadas se produce
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una floracion deficiente, caida de flores, frutos deformes y disminucidon del

crecimiento.

Ademas, se realizan tratamientos de forma regular frente a mosca blanca
(Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariorum) y araha roja (7etranychus
urticae), asi como tratamientos esporadicos frente a otras plagas que puedan

afectar al cultivo de la berenjena.

3.2. Fenotipado de la generacion S3 de la poblacion MAGIC

Se ha llevado a cabo un fenotipado detallado de la tercera generacion de
autofecundacién de la poblacién MAGIC con el objeto de estudiar el modo de
accion génica (dominancia, herencia intermedia, recesividad) de los caracteres
de interés. Los caracteres tomados son de calidad del fruto objeto del proyecto,
dada la diversidad en dichos caracteres en las entradas de partida. Dentro de
los caracteres seleccionados para el fenotipado de la poblacidon se incluyen
caracteres especificos de berenjena como antocianos y clorofila en el fruto,
mutacion Puc (pigmentacidon debajo del caliz), forma del fruto, color de la flor y

espinosidad de la planta.

3.2.1. Color del fruto de berenjena

Para el fenotipado del color de las berenjenas hay que tener en cuenta
que, previamente a la madurez fisioldgica, el color de los frutos es altamente
variable, encontrando frutos morado oscuro o negros hasta completamente
blancos (Figura 11). Los principales pigmentos responsables de estos colores
son las antocianinas y las clorofilas, a excepcién de los frutos blancos cuya

epidermis no presenta pigmentos.
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Figura 11. Variabilidad existente en el color de los frutos de berenjena de la generacién S3 por

la presencia o ausencia de antocianos y clorofila.

El color morado de los frutos se debe principalmente a pigmentos
antocianicos localizados en las vacuolas de las células del epicarpio. Un mayor
nimero de capas celulares conteniendo antocianinas implica mayor
pigmentacién y, por tanto, frutos mas oscuros (Daunay et al., 2004). Pero el
color de las berenjenas también se ve influenciado por la presencia de clorofilas
localizadas en las capas celulares subepidérmicas. En ausencia de antocianinas
0 en caso de que presenten baja concentracion, la pigmentacion verde puede
observarse en los frutos a simple vista. En presencia de antocianinas es mas
complicado determinar la presencia o ausencia de clorofilas. Generalmente, la
presencia de ambos pigmentos produce un color mas oscuro, pero también
puede determinarse observando la cicatriz estilar en la parte inferior de los
frutos o cortando el fruto y observado el color de la pulpa ya que suele ser

verde en presencia de clorofilas y blanco en su ausencia.

Por otro lado, la luz puede influenciar la sintesis de antocianinas ya que
es la responsable de activar diferentes enzimas involucradas en la biosintesis de
las mismas (Daunay et al., 2004). Por lo tanto, algunas partes del fruto pueden
presentar menor coloracién que otras cuando les da la sombra o incluso la
produccién de antocianinas puede ser completamente nula en zonas que no
reciben luz, como debajo del cdliz. Sin embargo, algunos genotipos son capaces
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de sintetizar antocianinas bajo el caliz. Se ha observado que este fendmeno se
debe a una mutacidon denominada Puc (pigment under the calyx) (Tigchelaar et
al., 1968) (Figura 12). Algunos autores han propuesto que se trata de un gen
gue controla la sintesis de antocianinas independiente de la luz en el fruto, es
decir, permite su biosintesis en oscuridad (Tatebe, 1939, 1944; Tigchelaar et
al., 1968).

Figura 12. Presencia (arriba) o ausencia (debajo) de la mutacion Pucen frutos de berenjena

de la generacién S3.

3.2.2. Forma del fruto de berenjena

Dado que existe una gran variedad de formas de los frutos de berenjena,
incluso dentro de grupos varietales (Prohens et al., 2005; Mufoz-Falcon et al.,
2008), su caracterizacion detallada es importante para los horticultores y
mejoradores. De hecho, las variedades comerciales se clasifican segin su forma
(Nunome et al., 2001; Daunay, 2008; Marin, 2013).

Como consecuencia de la gran diversidad genética que incluyen las
poblaciones MAGIC, en la generacién S3 se observan frutos de formas muy

variadas (Figura 13).
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Figura 13. Variabilidad en la forma de los frutos de berenjena de la generacion S3. De

izquierda a derecha: achatados o fasciados, redondos, alargados, ovalados.

Concretamente, la forma achatada y fasciada de los frutos es mas comun
en tomate que en berenjena. En tomate, este tipo de frutos aparecieron
relativamente pronto en el proceso evolutivo como consecuencia de una
mutacién que producia cambios en la forma del ovario y el nimero de carpelos,
dando lugar a frutos de mayor tamafio (Lippman and Tanksley, 2001). Por este
motivo, estos fenotipos fueron seleccionados por los agricultores durante la
domesticacidn, fijando inconscientemente los alelos responsables. En el caso de
la berenjena, también se produjo una evolucidon en la forma de los frutos
durante la domesticacion (Wang et al., 2008), sin embargo, no es un caracter
que se haya seleccionado en occidente. Tan solo algunas especies del género
Solanum como S. macrocarpon o S. aethiopicum, originarias de Africa,

presentan frutos achatados y fasciados.

3.2.3. Color de la flor

La capacidad de las plantas para evolucionar a lo largo de millones de
ahos ha dependido en gran medida del desarrollo constante de nuevos
caracteres llamativos. Esto ha llevado a la creacién de espléndidos patrones de
color de pétalos de las flores (Weiss, 2000). El color de la corola de las flores de
berenjena puede presentar tonalidades desde violeta azulado hasta blanco,
pasando por violetas cada vez mas palidos (Figura 14). Este color violaceo se

produce como consecuencia de la sintesis de antocianinas.
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Figura 14. Variabilidad en el color de la flor de berenjena de la generacién S3, desde violeta

azulado (izquierda) hasta blanco (derecha).

En la mayoria de las plantas, la sintesis de antocianinas en las flores esta
regulado por el desarrollo vegetativo y su acumulacion esta estrechamente
relacionada con el proceso de expansidon celular, coincidiendo con el
crecimiento de los pétalos (Martin and Gerats, 1993; Mol et al., 1996). En las
primeras etapas del desarrollo, los pétalos de muchas plantas son palidos o
verdes debido a la presencia de clorofila en el tejido, y exhiben una tasa de
crecimiento lenta, como resultado principalmente de la division celular (Weiss
and Halevy, 1989). La acumulaciéon de antocianinas generalmente ocurre en
etapas posteriores del desarrollo de los pétalos, por lo que es importante

fenotipar este caracter en planta adulta.

Ademas, hay que tener en cuenta que la activacion de la ruta de
antocianinas y la acumulacion de este pigmento durante el desarrollo de los
pétalos requieren una serie de complejas sefiales ambientales y de desarrollo
(Mol et al., 1996). Varios estudios han demostrado que, con poca intensidad de
luz, las plantas desarrollan flores palidas con un bajo nivel de antocianinas
(Biran and Halevy, 1974; Griesbach, 1992). Otros estudios han demostrado que
la luz induce la acumulacién de antocianinas en tejidos verdes y células en
cultivo mediante la activacion de genes de la ruta de biosintesis de las
antocianinas (Mol et al., 1996). Por lo tanto, para poder fenotipar de forma
correcta dicho caracter es importante que las plantas estén expuestas a un

fotoperiodo luz-oscuridad adecuado.
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3.2.4. Espinosidad en la planta

La espinosidad de las plantas es uno de los principales caracteres que
diferencian la berenjena cultivada de sus parientes silvestres. De hecho, la
presencia o0 ausencia de espinas se ha utilizado tradicionalmente como criterio
para agrupar las diferentes especies dentro del género So/anum (Linnaeus,
1753; Bohs, 2005).

Se pueden encontrar espinas distribuidas por toda la planta, incluyendo
tallo, hojas y calices de flores y frutos, como método de defensa frente a
herbivoros (Doganlar et al., 2002a; Daunay, 2008). A pesar de que los tipos
espinosos de berenjena se prefieren en ciertas regiones, como Nagpur (India),
por su calidad organoléptica superior, las espinas se consideran generalmente
un caracter indeseable (Daunay et al., 2001a). Por este motivo, a lo largo de
los anos, se ha producido una reduccion drastica en el tamaio y la densidad de
las espinas, en comparacidon con las especies silvestres, debido a la seleccion
aplicada por los agricultores para minimizar los dafos que se producen en la
piel de los frutos durante su manejo y almacenamiento o incluso los danos que
puedan causar al personal involucrado en las operaciones de cosecha y

poscosecha (Daunay, 2008).

Por lo tanto, la seleccion durante la domesticacién ha dado lugar como
resultado a tipos cultivados con menor espinosidad (Doganlar et al., 2002a;
Daunay and Hazra, 2012; Page et al., 2019a). Sin embargo, en la actualidad
este caracter continda siendo uno de los principales objetivos de mejora en la
berenjena ya que es frecuente la presencia de espinas en el tallo, nerviaciones

prominentes de las hojas y caliz de las flores (Figura 15).
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Figura 15. Espinosidad presente en hojas y tallo de plantas de berenjena de la generacion S3.

3.3. Estudio sobre el modo de herencia genética

Dadas las distintas hipdtesis de genotipo de cada parental y el grado de
fijacion tedrico (87,5%), se han desarrollado las posibles hipétesis de herencia
genética para cada uno de los caracteres hasta alcanzar la proporciéon esperada
en la S3.

Cuando existen diferencias evidentes para un caracter entre dos
parentales, los fenotipos del hibrido simple nos permiten determinar si el
caracter es dominante o recesivo. Por lo tanto, a partir del fenotipo hibrido
podemos empezar a formular hipétesis de herencia génica. En todos los casos,
en primer lugar, se considera la posibilidad de que los caracteres estén bajo
control monogénico. Para poder aceptar o rechazar la hipotesis anterior, se
realiza la prueba estadistica chi-cuadrado (}°cac), por trabajar con variables
cualitativas, para verificar si las frecuencias fenotipicas observadas (/) son

compatibles con las esperadas (7).

_ (fo _fe)z
Xgalc - ZT
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En este caso, se aceptara la hipotesis nula (Ho) cuando la prueba chi-
cuadrado para un grado de libertad, ya que se trabaja con dos variables, y un
nivel de significaciéon del 95% sea inferior a 3,8415. Se rechazara H, con
valores superiores del estadistico y, en esos casos, se estudiara la posibilidad
de que los caracteres se encuentren bajo control poligénico, es decir, estén
controlados por mas de un gen. En este trabajo tan solo se analiza la
posibilidad de que se trate de dos genes y no se estudian otros casos por la
dificultad de los calculos. Ademas, se considera la existencia de epistasis o
interaccion entre diferentes genes al expresar un determinado caracter

fenotipico.

La combinacidén de los resultados de este analisis de fenotipado y los
datos de genotipado futuros que se realizaran mediante la plataforma de
genotipado masivo SPET (Single Primer Enrichment Technology), permitira
validar las hipdtesis de herencia génica planteadas. De este modo, se dispondra
de gran cantidad de informacidn sobre la herencia de los distintos caracteres de

interés estudiados y se podran confirmar los genes/QTLs asociados.
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4. Resultados y discusion

4.1. Desarrollo y fijacion de una poblacion MAGIC de berenjena

Siguiendo el esquema de desarrollo de la poblacidn MAGIC, se consiguid
un total de 265 hibridos cuadruples distintos, que se renombraron lineas S0. Sin
embargo, se observd que de todas ellas tan solo 93 procedian del cruce en el
que se habia utilizado el hibrido doble ABCD como parental femenino. Esto
puede ser debido a que en este cruce ha intervenido como parental femenino la
especie silvestre S. incanum (D). Este cruce interespecifico arrastra el fondo
citoplasmatico materno del parental silvestre que podria causar una esterilidad
parcial de las siguientes generaciones. Se ha observado que estas lineas
presentan una mayor dificultad en el cuajado de los frutos, asi como en la
produccién de semilla viable, lo que sugiere una menor viabilidad del polen.
Este fendmeno de incompatibilidad se ha observado tanto en la obtencion de
hibridos cuadruples como en las posteriores generaciones de autofecundacion,

en las que se ha reducido el nimero de descendientes.

Siguiendo el método de descendiente de semilla Unica (SSD) y siendo el
objetivo final de la poblacidon MAGIC un tamaio aproximado de 400 lineas, para
la generacién S1 se obtuvieron un total de 450 accesiones, conscientes del
riesgo de perder lineas a lo largo del desarrollo de la poblacion. Para la
generacion S2, tan solo se consiguieron 400 accesiones, por lo que se pretende
seguir aumentando su nimero para garantizar la continuidad de la poblacion
MAGIC.

Actualmente, la poblacién se encuentra en la tercera generacion de
autofecundacién (S3) con un tamafo aproximado de 300 lineas de las 400 que
se pretende conseguir. Se desea realizar dos ciclos de autofecundacion mas,
alcanzando una S5, con el fin de obtener un mayor grado de fijacion de los

materiales.
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Sin embargo, no solo se dispone de plantas S3 en campo, sino que existe
un solape entre varias generaciones a la vez. Por un lado, se sigue aumentando
el nimero de accesiones S2 y, por otro lado, se dispone de unas 180
accesiones S4 e incluso se ha conseguido obtener semilla S5 de unas 50

accesiones aproximadamente.

4.2. Fenotipado de la generacion S3 de la poblacion MAGIC

A pesar de no ser completamente homocigota, la generacion S3 presenta
un elevado grado de fijacion, de aproximadamente un 87,5%, por lo que el
fenotipado de estos materiales permite diseccionar el control genético de

caracteres de interés especificos de berenjena.

De las 300 lineas desarrolladas de la generacion S3, un total de 600
plantas aproximadamente ya que se germinan dos plantas por accesion, se han
fenotipado los 6 caracteres de interés en 334 plantas. Para cada uno de los
caracteres estudiados se han propuesto posibles modelos de herencia genética
y en funcion de los datos de fenotipado se ha comprobado si las frecuencias
fenotipicas observadas se aproximan a las esperadas mediante la prueba
estadistica chi-cuadrado (9).

4.2.1. Color del fruto de berenjena

Segun la hipétesis de genotipo de los ocho parentales para la presencia o
ausencia de antocianos en los frutos de berenjena y siguiendo el esquema que
se muestra en la Figura 16, se considera que la biosintesis de antocianinas
podria estar controlada por dos genes con epistasia doble recesiva (Tabla 3).
Solo en los casos A _B_ se desarrollaran frutos con pigmentos antocianicos,
mientras que en el resto de los casos (A_bb; aaB_; aabb) los frutos seran
verdes o blancos, es decir, basta con que uno de los locus se encuentre en su
forma recesiva para que se produzca el enmascaramiento de la sintesis de

antocianinas.
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A B C D E F G H

Parentales aabb I AABB  aabb x AABB AABBx aabb AABBx AABB
HS AaBb  x  AaBb AaBb  x  AABB

1 1 1 1 1
HD EAABB + gAABb + RAAbb + EAaBB + ZAaBb + X

1 1 1 1
ZAABB + ZAABb + ZAaBB + ZAaBb
+ —Aabb + -—aaBB + —aaBb + —aabb l

8 16 8 16

9 3 3 3 1 1 3 1 1

l@
S1  SAABB+2AABD +=AAbb + ~AaBB + — AaBb + — Aabb + —aaBB + — aaBb + — aabb
1 8 8 g aPP T 1 APP T g NaPh T gaabb T gaabb T ypaa

e

81 9 45 9 45 5 25
S2 ==—AABB+—-AABb + -— AAbb + ——-AaBB + — AaBb + ——-Aabb + -—aaBB + -——-aaBb + ——aabb

256 128 256 128 64 128 256 128 256
1 ®
361 )\ ABB + — AABb + 2 AAbb + - AGBB + —— AaBb + — Aabb + 2 aaBB + = aaBb + —~aabb
S3 1oz 512 1024 512 200 T 56 AP0 T AP T 104 2P T 58P0 T g

Figura 16. Esquema del modo de herencia genética de los antocianos en los frutos de

berenjena en base al genotipo de los parentales de la poblacién MAGIC.

Tabla 3. Prueba chi-cuadrado para la hipdtesis nula (Ho) de herencia genética de los

antocianos en los frutos de berenjena.

Esperados Observados
Presencia antocianos 143,84 128
Ausencia antocianos 190,16 206
Prueba x> 3,06 < x% 005 (3,84)
Ho Dos genes, epistasia doble recesiva
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Tatebe (1939, 1944) estudid las interacciones entre los genes
responsables de la pigmentacién de los frutos, identificando tres genes
independientes (D, Py C) que cooperaban en la sintesis de las antocianinas en
el fruto. Se consideraron los genes D y P como factores dominantes
complementarios necesarios para la formacion de los pigmentos antocianicos en
el fruto y capaces de controlar la distribucion de las antocianinas en diferentes
partes de la planta. El gen C seria capaz de controlar la sintesis de los
pigmentos amarillos que aparecen durante la maduracidon de los frutos. Sin
embargo, de este Ultimo no se encontraron evidencias genéticas. Del mismo
modo, Tigchelaar et al. (1968) propusieron un control oligogénico por tres
genes multialélicos complementarios e independientes responsables de la
presencia 0 ausencia de antocianinas en los frutos y en otras partes de la

planta.

Dado que el gen Cno se ha considerado en nuestro estudio, ya que los
frutos se han fenotipado en su estado de inmadurez fisioldgica, previamente a
la aparicion de pigmentos amarillos, no existen motivos para rechazar nuestra

hipotesis sobre la herencia génica de este caracter.

Estudios mas recientes realizados por Daunay et al. (2004) sobre tres
progenies diferentes, determinaron que la presencia de antocianinas en la
epidermis de los frutos de berenjena estda controlada por un Unico gen
dominante. No obstante, en este mismo articulo se considera la posibilidad de
haber simplificado los resultados por diferentes motivos como limitaciones en
cuanto a las combinaciones de color de los frutos de los parentales iniciales. Por

lo tanto, no se considera motivo para rechazar nuestra hipétesis.

En cuanto a la presencia o ausencia de clorofila tanto en la pulpa como
en la epidermis de los frutos de berenjena, no se ha encontrado un modelo que
se ajuste a los resultados de fenotipado. Estudios realizados sobre el control
genético de este caracter consideran que se trata de un Unico gen dominante
(Daunay et al., 2004). Sin embargo, en el mismo estudio algunos de los
resultados obtenidos se contradicen y no pueden ser explicados siguiendo este

modelo.
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De todas las hipotesis testadas, la que mas se aproxima a los datos
observados es la que considera que el caracter esta controlado por dos genes
con epistasia doble dominante (Figura 17; Tabla 4). Por lo tanto, tan solo los
individuos dobles recesivos presentaran frutos con clorofila y en el resto de los
casos (A_B_; A_bb; aaB_) se observara ausencia de clorofila. El fenotipo de los
hibridos simples confirma la herencia recesiva de este caracter, ya que el
cruzamiento entre un parental que presenta frutos con clorofilas por otro que

no las presenta, da lugar a frutos sin clorofila.

Parentales A B C D E F G H
aabb x aabb aabb x aabb aabb x AABB AABBXx aabb
HS aabb X aabb AaBb X AaBb
AABB + - AABb + — AAbb + ~ AaBB + — AaBb
HD aabb X 16 1+8 1+16 1+8 a 1+4 abb +
+ §Aabb + 1—6aaBB + gaaBb + Eaabb
L AaBb + L Aabb + > aaBb + aabb
HC/S0 7AaBb + 2 Aabb + 2-aaBb + Zaa
l@
S1 1AABB 1AABb 5AAbb 1ABB 1ABb 5Abb > BB > Bb 25 bb
64 t32 toa +3y AaBB+ ToAabb+ o Aabb + 7y aabB 4 5o aabb 4 oy aa
1@
9 AABB +—— AABb + —> AAbb + —— AaBB + - AaBb + = Aabb + - aaBB + —— aaBb + - aabb
52 356 128 256 12813PF Tgg AAPD T 15g AADD T oo aaBE T 198 23P0 T 55622
®
S3 2 AABB +—— AABD + & AADD + —— AaBB + —— AaBb + —— Aabb + —0- aaBB + —— aaBb + —22 aabb
1024 512 1024 512 20F T 56 AP0 T AP T 104 3PP T 58P0 T g 4

Figura 17. Esquema del modo de herencia genética de la clorofila en los frutos de berenjena

en base al genotipo de los parentales de la poblacion MAGIC.
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Tabla 4. Prueba chi-cuadrado para la hipdtesis nula (Ho) de herencia genética de la clorofila en

los frutos de berenjena.

Esperados Observados
Presencia clorofila 172,55 132
Ausencia clorofila 161,45 202
Prueba x2 19,71 > x? 405 (3,84)
Ho Dos genes, epistasia doble recesiva

A pesar de los resultados inconcluyentes sobre la clorofila en los frutos
de berenjena, si se ha observado que los genes responsables de la presencia o

ausencia de antocianinas y clorofila son independientes entre si.

Por otro lado, se ha estudiado el posible control monogénico de la
presencia de pigmentacion debajo del caliz o mutacién Puc. Segun Tatebe
(1939, 1944) y Tigchelaar et al. (1968), se trata de un Unico gen dominante
que, en presencia de los genes Dy P, controla la sintesis de antocianinas
independiente de la luz en el fruto. Por lo que, tanto el homocigoto dominante
como el heterocigoto presentarian antocianinas debajo del caliz, mientras que
esta pigmentacion estaria ausente en el homocigoto recesivo. Todos estos
estudios previos tan solo consideran los frutos con antocianos por lo que,
resulta complicado testar esta hipotesis basandonos en los datos de fenotipado
de nuestra poblacién MAGIC ya que se desconoce el genotipo de los parentales
de frutos blancos y verdes para este caracter. Dado que es independiente la
presencia o ausencia de antocianos en el fruto con la presencia de Puc, no
podemos saber si estos frutos presentan o no dicha mutacion. Se han testado
ambas hipdtesis (Figuras 18 y 19) y en ninguno de los casos se ajustan a los
datos observados por lo que resulta complicado llegar a alguna conclusion
(Tablas 5 y 6). Con el futuro genotipado de la generacién S3 se espera resolver

esta duda.
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Parentales

HS

HD
2

Considerando que los frutos verdes y blancos no presentan la mutacién Puc

1 1
—Aa+—-aa

2

HC/S0

S1

S2

S3

D E F G H
aa aa ]( aa AA I AA
aa AA

1

AA+1A +3
8 sAatgaa

l@
LYV
4 4 a Zaa

l@

S AA+iAat
16 g T 162
1@
AA+ Ao+

1627324

11
32

Figura 18. Esquema del modo de herencia genética de la mutacion 'Pucen base al genotipo
de los parentales de la poblacion MAGIC.

Tabla 5. Prueba chi-cuadrado para la hipétesis nula (*Ho) de herencia genética de la mutacion

Puc.

Presencia Puc
Ausencia Puc
Prueba x2
1H°

Esperados Observados
135,69 78
198,31 256

41,31 > x% 405 (3,84)

Un gen dominante
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Considerando que los frutos verdes y blancos presentan la mutacion Puc
A B C D E F G H
Parentales AA I AA AA x aa aa ]( AA  AA I AA
HS AA I Aa Aa I AA
HD 1.1 X 1ot
2AA+2Aa 2AA+2Aa
9 AA 3A 1
HC/S0 I +§ 3+Eaa
l ®
21 3 5
S]_ ﬁAA+EAa+§aa
1 ®
45 3 13
S2 aAA+§Aa+aaa
l ®
3 B 322
128 M T et g ®

Figura 19. Esquema del modo de herencia genética de la mutacion 2Puc en base al genotipo
de los parentales de la poblacion MAGIC.

Tabla 6. Prueba chi-cuadrado para la hipotesis nula (?Ho) de herencia genética de la mutacion

Puc.

Presencia Puc
Ausencia Puc
Prueba x2
2H°

Esperados Observados
258,33 78
75,67 256

555,63 > xi 005 (3,84)

Un gen dominante
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4.2.2. Forma del fruto de berenjena

La variabilidad existente en la forma de los frutos de berenjena es
enorme, pudiendo encontrar frutos con formas redondeadas hasta
completamente alargadas. El cruzamiento entre un parental de frutos largos por
uno de frutos redondos da lugar a una F> con una segregacion continua, lo que
sugiere un control poligénico del caracter (Nunome et al., 2001). Sin embargo,
la forma achatada o fasciada de los frutos parece estar controlada por un Unico

gen recesivo (Figura 20; Tabla 7).

A B C D E F G H
Parentales AA I AA  AA x AA AAI aa  AA I AA
HS AA I AA Aa I AA

l 2AA+2Aa
3AA 1A
HC/S0 2AA+ A
1@
13AA 1A !
S1  jghAtghatgaa
1@
27AA 1A 3
S2  3AA+ Aatosaa
l@
55 1 7
S3 aAA+§Aa+aaa

Figura 20. Esquema del modo de herencia genética de la forma fasciada de los frutos de

berenjena en base al genotipo de los parentales de la poblacion MAGIC.
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Tabla 7. Prueba chi-cuadrado para la hipdtesis nula (Ho) de herencia genética de la forma

fasciada de los frutos de berenjena.

Esperados Observados
Fruto fasciado 36,53 40
Otra 297,47 294
Prueba x2 0,37 < X1 005 (3,84)
Ho Un gen recesivo

Del mismo modo en tomate, el loci 7asciated, ubicado en el cromosoma
11, parece ser el responsable de este caracter (Chu et al., 2019). Una insercion
de ~6-8 kb en el primer intrdn del gen produce como consecuencia frutos con
mayor numero de carpelos y loculos, produciendo como resultado un aumento
de mas del 50% del tamafo del fruto (Cong et al., 2008). Estudios genéticos
demuestran que el aumento en el nimero de carpelos asociado con mutaciones
en el loci fasciated se comporta de manera recesiva, lo que sugiere que tales

mutaciones producen una pérdida de funcion (Tanksley, 2004).

Estos estudios en tomate concuerdan con la hipotesis planteada en
berenjena, por lo que seria interesante estudiar la presencia de locus ortélogos
a fasciated en el genoma de berenjena. Se ha observado que ambos cultivos
exhiben una serie de similitudes en sus sindromes de domesticacién, como un
aumento en el tamafio de los frutos y una alteracion en el color y la forma de
los mismos (Chapman, 2019). El mapeo comparativo de loci de caracteres
cuantitativos (QTLs) (Doganlar et al., 2002a) y la localizacién de genes de
domesticacion ortélogos entre ambos cultivos en un mapa de QTLs (Portis et
al., 2014) sugieren que estos caracteres pueden estar controlados, en parte,
por el mismo conjunto de genes. En algunos casos, los QTLs de berenjena se
superponen con genes de domesticacion conocidos del tomate, como por
ejemplo QTLs de forma del fruto en los grupos de ligamiento (LG) de berenjena
2, 3, 7, 8 y 12 (Portis et al., 2014). Sin embargo, no se encuentran QTLs
relacionados con el nimero de I6culos en berenjena ortdlogos a QTLs conocidos

en tomate (Lippman and Tanksley, 2001). Esto puede deberse a que el caracter
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esté controlado por distintos loci en cada especie o por la dificultad de
determinar el nimero de I6culos en berenjena, ya que no existe una division

clara entre los mismos.

4.2.3. Color de la flor

Teniendo en cuenta que Unicamente el parental A (MM1597) presenta
flores blancas, la hipotesis que mejor se ajusta a este caracter segun los
resultados del fenotipado es que dicho caracter esta controlado por dos genes
con epistasia doble dominante (Figura 21; Tabla 8). Tan solo los individuos
dobles recesivos presentaran flor blanca, mientras que en el resto de los casos
(A_B_; A_bb; aaB_) las flores seran moradas, es decir, la presencia de al

menos un alelo dominante A o B enmascara la expresion del fenotipo blanco.

A B C D E F G H

Parentales aabb x AABB AABBx AABB AABBx AABB AABBx AABB

HS AaBb  x  AABB AABB  x  AABB

1AABB 1AABb 1A BB 1A Bb
HD 7 +Z +Z a +Z a I AABB
J AABB 3 AABDb 3 AaBB ! AaBb
HC/S0 T +E +R a +R a
1 ®

169AABB 13 AABDb 13 AAbb 13 AaBB ! AaBb ! Aabb 13 BB ! Bb ! bb

S1 ﬁ +m +ﬁ +F8 a +a a +ﬁ a +ﬁaa +ﬁaa +ﬁaa

l@
729 ) ABB + 2L AABb + —= AAbb + - AaBB + —— AaBb + —— Aabb + —o~—2aBB + ——aaBb + —— aabb
S2 1oz 512 1024 512250 T 25610 T 5 AAPD T 5 3B T 5153380 T 0432

l@
3025 1 7

S3 AABB + —>— AABb + 02 AAbb + —2> AaBB + —— AaBb + —— Aabb + —o> 2aBB + — — aaBb + —— aabb
4096 2048 4096 2048°2°° T 1024 77" T 2048 %" T 2096 22°° T 20248 7*°° T 4096 2

Figura 21. Esquema del modo de herencia genética del color de la flores en base al genotipo

de los parentales de la poblacion MAGIC.
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Tabla 8. Prueba chi-cuadrado para la hipdtesis nula (Ho) de herencia genética del color de las

flores.
Esperados Observados
Flor blanca 4 7
Flor morada 330 327
Prueba x2 2,28 < X1 005 (3,84)
Ho Dos genes, epistadia doble dominante

Del mismo modo que para el color morado de los frutos, los genes Dy P
parecen estar involucrados en la pigmentacion de la corola de las flores
(Tigchelaar et al., 1968). Se considera que también son necesarios para el
desarrollo de antocianinas en la corola y otras partes de la planta. Por ello se
observa que generalmente la ausencia de antocianinas en la corola se asocia a
la inhibicidon de la sintesis de antocianinas en las demas partes de la planta.
Otros estudios confirman que existe una correlacidn positiva entre la coloracion
antocianica de las flores y de la epidermis de los frutos, asi como de otros

tejidos vegetativos (Frary et al., 2014).

4.2.4. Espinosidad en la planta

Una de las caracteristicas de la domesticacién de las berenjenas es el
dominio general de los caracteres silvestres sobre los cultivados, como ocurre
en el caso de la espinosidad. Se ha observado que cuando se cruzan dos
especies no espinosas cultivadas (por ejemplo, S. melongena con S.
aethiopicum o S. macrocarpon), el hibrido interespecifico es frecuentemente
espinoso (Schaff et al., 1982; Lester, 1986; Prohens et al., 2012).

A pesar de no haber encontrado una hipdtesis que se ajuste a nuestros
resultados de fenotipado, parece que la mejor aproximacién es que la presencia
de espinas esta controlada por un Unico gen dominante (Figura 22; Tabla 9).

Estudios recientes basados en el cruzamiento de especies silvestres confirman

43



la herencia monogénica dominante de este caracter (Page et al., 2019a).
Ademas, se ha identificado un QTL relacionado con la ausencia de espinas
localizado en la porcidn distal del LG 6 que explica el 62-79% de la variacion
(Doganlar et al., 2002a; Frary et al., 2014; Gramazio et al., 2014). No obstante,
como la espinosidad es un caracter exclusivo de la berenjena, no se encuentran
QTLs ortdlogos en otros cultivos de solanaceas como tomate, pimiento o

patata, que permitan acotar la region de interés (Doganlar et al., 2002a; Portis

et al., 2015).

A B C D E F G H
Parentales aa I aa AA I aa AA x AA AA I aa
HS aa I Aa AA I Aa
2Aa+zaa 2AA+2Aa

3 5 3

l@
11 5 11
S1 3—2AA+1—6Aa+3—2aa

1@
27 5 27
S2 aAA+§Aa+aaa

59 5 59
S3 ZAA+—Aa+——aa

Figura 22. Esquema del modo de herencia genética de la espinosidad en base al genotipo de

los parentales de la poblacion MAGIC.
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Tabla 9. Prueba chi-cuadrado para la hipdtesis nula (Ho) de herencia genética de la

espinosidad.
Esperados Observados
Presencia de espinas 180,04 213
Ausencia de espinas 153,95 121
Prueba x? 13,09 > x%. 005 (3,84)
Ho Un gen dominante

4.3. Perspectivas de futuro

4.3.1. Genotipado de la poblacion MAGIC

El genotipado de la tercera generacidn de autofecundacion de la
poblacidn MAGIC se realizara mediante la plataforma de genotipado masivo
SPET (Single Primer Enrichment Technology). La plataforma SPET de berenjena
cuenta con un conjunto de 5.093 sondas para detectar polimorfismos y permite
ademas la deteccidon de nuevas variantes alélicas (Barchi et al., 2019a). Esta
plataforma ha sido desarrollada dentro del marco del proyecto europeo G2P-
SOL por varios grupos internacionales de investigacion, entre ellos el grupo
investigador que ha dirigido y supervisado este trabajo. En detalle, las 5.000
sondas disefiadas para SPET derivan de marcadores moleculares identificados
de la resecuenciacion del genoma de los ocho parentales de la poblacion MAGIC
(Gramazio et al., 2019). SPET permitira el genotipado de la poblacion obtenida
al termine de los tres ciclos de autofecundacion, asi como la prediccion de

haplotipos y la deteccion de recombinaciones.

4.3.2. Deteccion de QTLs y genes candidatos implicados en caracteres
de calidad del fruto
El término loci de rasgos cuantitativos (QTLs) fue introducido por

Geldermann (1975) para describir las regiones del genoma que subyacen a un
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rasgo continuo. Para la deteccion de QTLs se requieren cuatro elementos
basicos: una poblacion de plantas que sea genéticamente variable para el
fenotipo objetivo del estudio; sistemas marcadores que permitan el genotipado
de la poblacion; metodologias de fenotipado cuantitativo reproducible; vy
finalmente, métodos experimentales y estadisticos apropiados para detectar y

localizar QTLs.

Las poblaciones MAGIC permiten el mapeo fino de QTLs ya que la
incorporaciéon de multiples parentales asegura la segregacidn de numerosos
QTLs de distintos caracteres (Cavanagh et al., 2008). Estudios realizados por
Valdar et al. (2006) demuestran que una poblacién RIL a partir de ocho
parentales con 1.000 descendientes es capaz de mapear a una resolucion en el
rango de sub-centimorgan. Por este motivo, las poblaciones MAGIC son un

recurso ideal para el desarrollo de mapas de alta densidad.

A partir de los datos de fenotipado y genotipado masivo obtenidos de la
tercera generacion de autofecundacién, asi como de la informacion disponible
sobre genes candidatos, se procedera a la deteccion de genes mayores y QTLs
y a la integracién de los datos procedentes de distintos materiales. Ello nos
permitira tener una informacién extensa sobre la herencia de los caracteres de
calidad del fruto y confirmar los genes/QTLs detectados en la poblacion.
También se identificaran aquellas lineas con una mejor combinacién genética

para caracteres de calidad del fruto.

Con los datos fenotipicos de caracterizacion obtenidos se estudiara la
heredabilidad en cada una de las poblaciones calculando el ratio entre la
varianza genética y fenotipica. El mapa genético se construira utilizando el
paquete mpMap de R y se procedera a la deteccién de QTLs mediante mapeo
por intervalos simples (IM) utilizando la funcién “mpIM” del paquete anterior.
Se evaluara la co-segregacién de QTLs con genes candidatos para los distintos
caracteres objetivo del trabajo. Finalmente, se comparara la localizacion y
efecto de los QTLs obtenidos en varios materiales disponibles para los distintos

caracteres estudiados.
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5. Conclusiones

Se ha desarrollado la primera poblacion experimental MAGIC de
berenjena, demostrado la elevada variabilidad fenotipica que ofrecen
estas poblaciones como resultado de la contribucion de los ocho
parentales.

Se ha fenotipado la tercera generacién de autofecundacion (S3) para
determinar la herencia genética de algunos caracteres de interés en la
mejora de la berenjena, como el color y la forma de los frutos, asi como
el color de las flores.

El genotipado de la generacion S3 permitira validad las hipdtesis de
herencia genética anteriores y se podran confirmar los genes/QTLs

asociados.
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7. Anexos

Anexo 1. Protocolo de germinacion de semillas

(Ranil et al., 2015)

1. Etapa de desinfeccion: introducir las semillas durante 5 min en una
solucion de lejia al 10% (100 pl de lejia + 900 pl de agua) y a
continuacidon enjuagar las semillas 3 veces durante 1 min en agua. Por
ultimo, dejar en agua durante toda la noche.

2. Transferir las semillas de agua a GAs y dejar durante toda la noche.
*Para preparar la disolucion GAs, se disuelven 0,5 g de GAs en un vaso
de precipitados con una pequefia cantidad de etanol absoluto y, una vez
disuelto, se afiade agua hasta 1 ml.

3. Afadir algodén + KNOs3 + papel de filtro en placas Petri y colocar las
semillas encima del papel. Cubrir las placas con papel de planta e
introducir en una estufa a 37 °C durante toda la noche.

*Para preparar la disolucion KNOs, se disuelve 1 g de KNO3 en un vaso
de precipitados con una pequefia cantidad de agua y, una vez disuelto,
se anade agua hasta 1 ml.

4. Sacar las placas Petri de la estufa e introducir en una camara climatica

con un fotoperiodo de 16 h de luz a 25 °Cy 8 h de oscuridad a 18 °C.
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