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Resumen

El meldn (Cucumis melo L.) es una especie ampliamente cultivada a nivel global, con una
significativa importancia econdmica gracias a la diversidad de formas, aromas y colores que
presentan sus distintas variedades. Estas caracteristicas no solo le otorgan un gran valor
comercial, sino que también lo posicionan como un cultivo de interés tanto para el ambito
agricola como cientifico. Un proceso esencial en el desarrollo de cualquier fruto es la maduracion,
la cual permite generar y dispersar las semillas para perpetuar la genética de la especie. En el
meldn existen dos tipos de maduracién, la climatérica y no climatérica; la climatérica se
caracteriza por producir un pico de la hormona etileno y aumentar la respiracidn celular, mientras
que la no climatérica carece de dichas caracteristicas. Este contraste hace del meldn un organismo

ideal para estudiar el proceso de maduracion del fruto.

Con el objetivo de identificar los genes responsables de la maduracidn del fruto del meldn, en este
proyecto se ha realizado un mapeo fino del locus de caracter cuantitativo (QTL) MAK.10-1. A
través de una segunda generacion filial (F2) derivada de una linea de introgresion (IL) MAKR40
obtenida mediante el cruce de las variedades ‘Ginsen makuwa’ (Makuwa) y Védrantais’ (Ved), se

buscé acotar la regién del genoma implicada en el retraso de la maduracion.

Para el desarrollo del mapeo fino se hicieron germinar y se genotiparon unos 5000 individuos de
la poblacién F2, obteniendo 48 individuos F2 recombinantes en la region del QTL mediante el uso
de marcadores flanqueantes. Los individuos recombinantes se llevaron a invernadero para el

desarrollo del fruto y se fenotiparon caracteres relacionados con la maduracion.

El analisis de los recombinantes permitid acotar la regién del QTL a 150 kb, donde se encuentran
20 genes. Algunos de estos han sido estudiados en mayor profundidad, y se ha llegado a sugerir

varios candidatos potenciales implicados en la regulacidn de la maduracion climatérica del meldn.

Este proyecto proporciona una base para la futura investigacion de la maduracion climatérica del

meldn y su mejora genética, con potenciales aplicaciones en el sector agronémico.
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Resum

El meld (Cucumis melo L.) és una especie ampliament cultivada a nivell global, amb una
significativa importancia econdmica gracies a la diversitat de formes, aromes i colors que
presenten les seves diferents varietats. Aquestes caracteristiques no sols li atorguen un gran valor
comercial, sind que també el posicionen com un cultiu d'interés tant per a I'ambit agricola com a
cientific. Un procés essencial en el desenvolupament de qualsevol fruit és la maduracié, la qual
permet generar i dispersar les llavors per a perpetuar la genetica de l'espéecie. En el meld
existeixen dos tipus de maduracid, la climatérica i no climateérica; la climatérica es caracteritza per
produir un pic de I'hormona d'etile i augmentar la respiracié cel-lular, mentre que la no
climatérica manca d'aquestes caracteristiques. Aquest contrast fa del melé un organisme

prometedor per a estudiar el procés de maduracié del fruit.

Amb l'objectiu d'estudiar els gens responsables de la maduracié del fruit del meld, en aquest
projecte s'ha realitzat un mapatge fi del locus de caracter quantitatiu (QTL) MAK.10-1. A través
d'una segona generacié filial (F2) derivada d'una linia de introgressié (IL) MAKR40 obtinguda
mitjancant I'encreuament de les varietats ‘Ginsen makuwa’ (Makuwa) i ‘Védrantais’ (Ved), es va

buscar delimitar la regié del genoma implicada en el retard de la maduracid.

Per al desenvolupament del mapatge fi es van fer germinar i es van genotipar uns 5000 individus
de la poblacié F2, obtenint 48 individus F2 recombinants a la regié del QTL mitjangant I'Us de
marcadors flanquejants. Els individus recombinants es van emportar a hivernacle per al

desenvolupament del fruit i es van fenotipar caracters relacionats amb la maduracid.

L'analisi dels recombinants va permetre delimitar la regié del QTL a 150 kb, on es troben 20 gens.
Alguns d'aquests han estat estudiats en major profunditat, i s'ha arribat a suggerir diversos

candidats potencials implicats en la regulacié de la maduracié climaterica del meld.

Aquest projecte proporciona una base per a la futura recerca de la maduracié climaterica del

meld i la seva millora genetica, amb potencials aplicacions en el sector agronomic.
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Abstract

The melon (Cucumis melo L.) is a widely cultivated species globally, with significant economic
importance thanks to the diversity of shapes, flavours and colours its different varieties. These
characteristics not only give it great commercial value, but also position it as a crop of interest for
both agricultural and scientific purposes. An essential process in the development of any fruit is
ripening, which makes it possible to generate and disperse seeds to perpetuate the genetics of
the species. In melon there are two types of ripening, the climacteric and non-climacteric; the
climacteric one is characterised by the production of an ethylene peak and an increase in cellular
respiration, while the non-climacteric lacks these characteristics. This contrast makes the melon a

promising organism to study the fruit ripening process.

With the objective of studying the genes responsible for the melon fruit ripening, in this project a
fine mapping of the quantitative trait locus (QTL) MAK.10-1 has been carried out. Through an F2
derived from an introgression line (IL) MAKR40 obtained through the enhancement of the ‘Ginsen
makuwa’ (Makuwa) and “Védrantais’ (Ved) varieties, we will seek to delimit the region of the

genome involved in the delay in ripening.

To develop the fine mapping near 5000 individuals from the F2 population were germinated and
genotyped, obtaining 48 F2 recombinant individuals in the QTL region by using flanking markers.
The recombinant individuals were imported into the greenhouse for the fruit development and

were phenotyped for ripening-related characters.

The analysis of the recombinants allowed to delimit the QTL region to 150 kb, where 20 genes are
found. Some of these have been studied in greater depth, and several potential candidates

involved in the regulation of climacteric ripening of melon are suggested.

This project provides a basis for future research on the climacteric ripening of melo and the

genetic harvest, with potential applications in the agronomic sector.
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Simbolos y acronimos

cM: centimorgan.

DAPs: Days After Pollination, dias después de la polinizacion.

EALF: Earliness of Abscission Layer Formation, formacidén temprana de la capa de abscision.
EARO: Erliness of Aroma production, produccion temprana de aroma.

EC: Earliness of Color change, cambio temprano del color.

FF: Flesh Firmness, firmeza de la pulpa.

FW: Fruit Weight, peso del fruto.

Fw: forward, directo.

ILs/NILs: Introgression Lines/Near Isogenic Lines, Lineas de introgresion/Lineas casi isogénicas.
NGS: Next Generation Sequencing, Secuenciacidon de nueva generacion.

pb: pares de bases; Kb: Kilo pares de bases (10%); Mb: Mega pares de bases (10°).

M: molar (mol/L); mM: milimolar (mmol/L).

QTL: Quantitative Trait Locus, Locus de caracter cuantitativo.

Rv: reverse, complementario

SSC: Soluble Solids Content, contenido de sélidos solubles.
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Glosario
Acido abscisico: fitohormona encargada de varios procesos como desarrollo, maduracién y
respuestas a estrés en la planta.
ADN monocatenario: hebra de ADN solitaria, separada de su complementaria.
Clado: agrupacidn de organismos que incluye el antepasado comun junto a sus descendientes.
Diploide: organismo o célula poseedor de dos juegos de cromosomas.

Etileno: hormona vegetal (fitohormona) relacionada con muchos procesos de la planta, asi como
la maduracion de los frutos climatéricos.

Factores de transcripcion: proteinas altamente especificas encargadas de regular la expresién de
los genes.

Fenotipo: Medida de una caracteristica fisica resultante de la interaccién del genotipo vy el
ambiente

ILs/NILs: Lineas de poblaciones de plantas donde un segmento de su genoma pertenece a otro
organismo; si el fragmento es grande se considera IL, mientras que, si es muy pequefio, NIL.

Introgresion: introduccién de fragmentos de la genética de un organismo en otro distinto.
LDH: Linea Doble Haploide.

Locus (singular)/Loci (plural): posicién o posiciones fijas del genoma en las que se encuentran uno
o varios genes o marcadores.

Monoica: planta que posee flores masculinas y femeninas separadamente.

NGS: Next Generation Sequencing, tecnologias de vanguardia para la secuenciacién masiva de
genomas.

Ortdlogo: genes en diferentes especies que proceden de un ancestro comun, pero separados por

la especiacion.

Pepdnide: tipo de fruto con interior carnoso y semillas unidas a las tres placentas.

QTL: regiones del ADN asociados a un caracter cuantitativo.
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RILs: Lineas de poblaciones de plantas fruto de la sucesiva autofecundacién de la F1 proveniente
del cruce de dos lineas puras para formar una nueva con la genética de los parentales.

Tricoma: excrecencia epidérmica que aparece como un relieve sobre la superficie de cualquier
drgano vegetal. Deriva de células epidérmicas especializadas y puede tener diferentes funciones.
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gue me motiva a seguir adelante.

Por el viaje, antes que el destino. SIC PARVIS MAGNA.
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1. Introduccion

El melén
-Descripcién:

El melén (Cucumis melo L.) es una planta de indiscutible importancia econdmica y alimentaria que
ha sido cultivada durante milenios en diversas partes del mundo ®. Se caracteriza por ser una
especie diploide (2n = 2 x = 24) con un genoma estimado de 450 Mega pares de bases (Mpb),
dicotiledénea, monoica, herbacea y anual. Pertenece a la familia Cucurbitceae, un grupo de
plantas que abarca mas de 1000 especies distintas. Dentro de esta familia, el meldn comparte
parentesco con otras plantas ampliamente cultivadas, como la calabaza (Cucurbita pepo), el

pepino (Cucumis sativus) y la sandia (Citrullus lanatus).

El meldn presenta un sistema radicular extenso, el cual puede alcanzar profundidades de dos
metros; no posee tronco y el desarrollo del tallo es rastrero o trepador, el cual estd recubierto de
tricomas que actian como defensa. Las hojas son grandes y palmadas, con peciolo acanalado. Las
flores masculinas son las primeras en aparecer en la planta, facilmente diferenciables a las
femeninas debido a que estas contienen un ovario infero que les proporciona un mayor tamafio.
Su fruto es una pepdnide de gran diversidad morfoldgica que contiene las semillas, normalmente
ovaladas y planas (aunque existen formas irregulares) y de longitud maxima de un par de

centimetros 2.

A dia de hoy y gracias a las nuevas tecnologias de secuenciacion masiva (Next Generation
Sequencing, NGS) se dispone de un genoma de referencia de calidad (LDH92v4) que ha
proporcionado la informacidn necesaria para poder desarrollar multiples marcadores moleculares

basados en su secuencia de ADN 4.
-Origen

El origen del meldn se habia atribuido al continente africano, pese a que los parientes mas
cercanos del meldn actual se encuentran en Asia y Australia. Estudios mas actuales afirman el

origen asiatico a causa de que sus mas cercanos parientes, C. trigonus y C. picrocarpus, fueron
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encontrados en la India y Australia respectivamente, las cuales se separaron hace
aproximadamente 3 millones de afios (Ma) del meldn actual °. De este modo, se sugiere Asia
como el centro de origen para el antepasado comun del melén, siendo Africa y Australia los otros

centros de domesticacion &7 (Figura 1).

—»

e

Figura 1. Area geografica natural de Cucumis (sombreado) y origen del material genético.

Tridngulos, clado asiatico/australiano; circulos, clado africano. Fuente: °.

Debido a estos eventos, el meldn se ha clasificado en dos subespecies, la asiatica C. melo ssp. melo
(melo) y la africana C. melo ssp. agrestis (agrestis), basados en la pubescencia del ovario &; estas a
su vez se agrupan en 16 grupos botanicos °: conomon, Makuwa, chinensis, momordica, chito,
tibish y acidulus pertenecen a la subespecie agrestis, mientras que cantalupensis, reticulatus,

adana, chandalak, ameri, inodorus, flexuosus, chate y dudam pertenecen a la subespecie melo *°.

Conocer los centros de domesticacion de este cultivo ha sido esencial para poder introgresar
resistencias frente diferentes tipos de estrés provenientes de las variedades silvestres a las

tradicionales, con la finalidad de obtener variedades mejoradas °.
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- Produccién en el mundo

A nivel econémico el meldn representa un cultivo de notoria importancia (Figura 2), con una
produccion, en el 2022, de 28.558.068 toneladas (t) a nivel mundial, y mas de 1.062.000 hectareas
(ha) destinadas a su siembra. En el afo 2022 China se encuentra encabezando la lista de
produccion y drea de cultivo de meldn; con 14.200.547,65 t y 387.797 ha, seguida de Turquia
(1.587.230 t y 62.724 ha), India (1.498.000 t y 68.000 ha), Kazajistan (1.214.412,76 t y 49.383
ha), Afganistan (809.194,26 t y 75884 ha), Guatemala (736656,13 t y 33437 ha), Iran (700000 t y
32000 ha), Brasil (699281 t y 27457 ha), Bangladesh (599939 t y 27570 ha) e Italia (590230 t y
22890 ha).

toneladas

Figura 2. Produccion media de melones cantalupos y otros melones en cada pais

del 2000-2022. Fuente: .

Se observa la produccion ascendente de melén en todo el mundo afio tras afio; en el afio 2000 se
produjeron alrededor de 20 millones de toneladas, mientras que en el 2022 se llegaron a mas de
28,5 millones de toneladas. Paralelamente, el area destinada a su cultivo es muy variable si se
compara afio tras afio; en el 2000 se empleaban alrededor de 1015 kha, mientras que en el 2022

fueron utilizadas algo mas de 1062 kha'! (Figura 3).
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Espafa se encuentra como el decimotercer pais productor de melones en el mundo (569871 t y

18211 ha). A nivel nacional la produccién de melones cantalupos y otros melones se ha visto

mermada, con una tendencia a reducirse ano tras afio; esta situacion ha sido provocada

principalmente por la inestabilidad climatica, la afeccion de la especie por la virosis y la

rentabilidad econémica del agricultor 1%, 1? (Figura 4).
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del 2000-2022. Fuente: .
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Maduracion del melén

La maduracion es el Ultimo paso en el desarrollo de los frutos carnosas como el melén, lo que
conlleva multitud de alteraciones fisioldgicas y bioquimicas que suceden de forma coordinada, y
los cambios propician que el fruto sea atractivo para aquel que lo consume. De esta forma, se
favorece la propagacién de las semillas y, por tanto, de los genes. Hay numerosos cambios
relacionados con la maduracién, como pueden ser la degradacién de clorofila y acumulacién de
pigmentos, azlcares, compuestos volatiles y abscisién del fruto, entre otros 3. Gracias a estas
caracteristicas, los frutos carnosos se dividen en dos grandes grupos, las variedades climatéricas y

no climatéricas ** (Figura 5).

La principal diferencia entre las variedades climatéricas y no climatéricas se fundamenta en la
forma en que empieza el proceso de maduracion. En el caso de los frutos climatéricos, se da por
un aumento de la respiracion y la produccion de etileno; los cambios fenotipicos asociados a esta
maduracion en el meldn son la abscision del fruto, degradacién de la clorofila, disminucién de la

1

firmeza de la pulpa, produccién de aroma y sintesis de compuestos voldtiles . El tomate

(Solanum lycopersicum) ha sido el fruto modelo para estudiar este tipo de maduraciéon °.
Contrariamente, en los frutos no climatéricos la regulacion de la maduracion es dada por el acido
abscisico y otras hormonas como auxinas y acido jasmodnico, por lo que el incremento de la
respiracion y produccion de etileno no suceden. La fresa (Fragaria x ananassa) es el organismo

modelo para el estudio de este tipo de maduracién 6.
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Figura 5. Caracteristicas de la maduracidn climatérica y no climatérica en el melén. Fuente: 13

De este modo, hormonas, genes, factores de transcripcién y modificaciones epigenéticas son los

considerados reguladores de la maduracion 3,

En el caso del meldn, coexisten ambos tipos de maduracidn en la misma especie (Figura 5), hecho
qgue le confiere un gran potencial como organismo modelo para el estudio de caracteres
relacionados con la maduracidn. La maduraciéon es un cardacter cuantitativo regulado por multitud
de genes. Gracias al descubrimiento de multiples genes (Quantitative Trait Locus, QTLs)
reguladores de la maduracidon de este tipo de fruto, se han podido realizar diferentes cruces entre
variedades climatéricas y no climatéricas, para estudiar la determinacidn genética de la

maduracién & %°,

Estudio de los loci de caracteres cuantitativos

-Mapas genéticos

Los mapas genéticos constituyen una herramienta imprescindible para el estudio de QTLs (Figura
6). Se realizan para representar graficamente la localizacién relativa de distintos loci en los

cromosomas; se construyen a partir de las frecuencias de recombinacidn, los cuales permiten
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conocer la distribucién de estos loci en los cromosomas, predecir su transmision a la descendencia

y estudiar su herencia, al igual que poder estudiar relaciones entre distintos loci 2 2%,
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Figura 6. Mapa genético del cromosoma 10 del meldn donde aparecen los marcadores y el gen

CmKFB. Fuente: *°.

Con este objetivo, se han desarrollado una gran cantidad de marcadores moleculares que

permiten etiquetar genes e inferir el genotipo para un gen que regula un caracter. Los marcadores

se tratan de variaciones o polimorfismos a nivel molecular, principalmente en la secuencia de

ADN, de los cuales se conoce su localizacién y el gen al que estan asociados. Esto permite

catalogar genotipos y fenotipos, lo que proporciona informacién muy util a la hora de realizar un

programa de mejora vegetal o control genético de la expresion de los caracteres 2.

Los marcadores moleculares son entonces herramientas imprescindibles para los estudios

genéticos. Con esta base, se han caracterizado diferentes tipos de marcadores en funcién de las

distintas variaciones en la secuencia de ADN basados en la técnica de la reaccion en cadena de la
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polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR); de entre los mas utilizados se encuentran los
polimorfismos de nucledtido Unico (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), repeticiones de
secuencias simples o microsatélites (Simple Sequence Repeat, SSR), secuencias polimérficas
amplificadas y cortadas (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences, CAPS), ADN polimdrfico
amplificado aleatoriamente (Randomly Amplified Polymorphic DNA, RAPD) y polimorfismos en la
longitud de fragmentos amplificados (Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP), entre
otros =,

Tomando en especial consideracién los SNP, estos se definen como las variaciones de un Unico
nucleétido en la misma posicién entre individuos de la misma especie, con una tasa de aparicion
de la variacidn superior al 1 %. Esto puede conllevar un cambio de aminoacidos en la proteina y

alterar su funcién siempre y cuando el SNP se encuentre en una regién codificante * (Figura 7).

Gene (coding region)

DNA molecule 1 Protein
Common genotype
B r‘?{:\.\./ @ _.‘ 1 T*(" )
K W] \V

Chromosome

Altered protein

‘ Variant genotype

Figura 7. Representacion del single nucleotide polymorphism. Fuente:®.
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En la realizacién de este proyecto ha sido esencial el empleo de la técnica PCR Allelic Competitive
Extension (PACE2.0 genotyping) basado en la identificacion de distintos SNP mediante

fluorocromos.

La PCR es una técnica molecular empleada para amplificar fragmentos de ADN, flanqueados por
cebadores llamados directos (Forward, Fw) y complementarios (Reverse, Rv), los cuales son de
secuencias conocidas y delimitan la regién que se va a amplificar; la enzima ADN polimerasa es
capaz de afadir los nucledtidos complementarios a la cadena monocatenaria de ADN, partiendo
de los cebadores. El proceso de la PCR se reduce a tres pasos principales: desnaturalizacion,
alineamiento y elongacion (Figura 8). Durante la desnaturalizacidn se separa la doble cadena de
ADN mediante alta temperatura y se convierte en ADN de una Unica cadena; en el alineamiento,
los cebadores se unen a las secuencias complementarias de cada cadena monocatenaria de ADN;
y en la elongacidn la polimerasa va afiadiendo los nucledtidos correspondientes a la cadena. Este
proceso se repite durante varios ciclos, con lo que se replica exponencialmente la cantidad de

material genético inicial por cada ciclo.
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Figura 8. Representacidn gréafica de los pasos de una PCR. Fuente: %,
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La tecnologia de genotipado de SNP PACE2.0 contiene una mezcla de reaccion (master mix) con
los elementos necesarios para la realizacién de la PCR (ADN polimerasa, solucion tampon, dNTPs y
cebadores con fluorescencia) ademas de una mezcla de ensayo (assay mix) de tres cebadores, dos

directos (uno para cada SNP) y un comUn complementario. De este modo y para cada

combinacién alélica, se obtiene una fluorescencia como respuesta al hallazgo del SNP (Figura 9).
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Figura 9. Funcionamiento de la tecnologia PACE para ADN. Adaptado de 7.

El mapeo fino trata de identificar las distintas variaciones genéticas que afectan causalmente
algun rasgo de interés. De esta forma, podemos acotar los genes candidatos de una regidn
asociada a alguna caracteristica especifica, y observar las diferentes particularidades que afectan a
la expresion de dicha caracteristica 8. Este proceso de mapeo fino es util para el campo de la
genética, gracias a diferentes tipos de poblaciones que hacen posible el estudio de atributos
especificos. Las mas usadas son poblaciones derivadas de retrocruzamientos, lineas de
introgresion (ILs), lineas casi isogénicas (NILs) y lineas endogdmicas recombinantes (RILs),

fundamentadas en el cruce de variedades que difieren en el fenotipo de interés 2> (Figura 10).
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Figura 10. Representacion grafica de las ILs/NILs (A) y de las RILS (B). Fuente: 3%,

Antecedentes

Durante estos Ultimos afos, en el centro de investigacion Centre for Research in Agricultural
Genomics (CRAG) y el Institute of Agrifood Research and Technology (IRTA) y gracias al trabajo del
equipo de Marta Pujol y Jordi Garcia-Mas, en colaboracion con otras entidades como el Instituto
de Biologia Molecular y Celular en Plantas (IBMCP) y la Universidad Politécnica de Valencia (UPV),

se han obtenido grandes avances respecto a la genética del meldn.

En el 2016 se publicéd el desarrollo de una poblacidn de ILs en melén de la variedad japonesa
‘Ginsen makuwa’ (Makuwa), ligeramente climatérica, en un fondo genético de la variedad
Charentais francesa, ‘Védrantais” (altamente climatérica, Ved). Este estudio dio como frutos una
coleccidon de 27 ILs con las que se detectaron varios QTLs, hasta 47, relacionados con la calidad
del fruto, floracién y maduracion. Una de estas lineas, la llamada ‘MAK_10-1" (en adelante
nombrada 1QMAK10), contenia en su genoma tan solo una introgresién del melén ‘Ginsen
makuwa’ en el cromosoma 10 de 1,05 Mb situada en el inicio del cromosoma. Esta linea fue la

gue dio nombre al QTL MAK.10-1, el cual demostrd alterar la maduracién climatérica del melén:
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en el momento de su cosecha no formaba capa de abscisidon, su carne era mas firme y carecia de
aroma 32, Estos resultados se confirmaron el afio siguiente®, y se concluyd que las caracteristicas

anteriormente mencionadas se retrasaban en la linea IQMAK10 respecto al parental Ved.

En el 2020 en el CRAG se sembraron las nuevas semillas F2 obtenidas del cruce entre la linea
‘1QMAK10’" y Ved para seleccionar individuos recombinantes y disminuir el intervalo del QTL.
Estas fueron genotipadas mediante marcadores internos y fenotipadas, de modo que se pudo
descubrir que el QTL se situaba al principio de la introgresion. En el afio siguiente se produjo la F3
de algunas lineas para lograr la homocigosis en la introgresién de los individuos recombinantes
(Figura 11), ademas de desarrollar mas marcadores para aumentar la resolucion al principio de la
introgresion. Prosiguiendo en el mapeo fino, se obtuvo la linea MAKR40 (Figura 11), un
recombinante cuya introgresiéon en el cromosoma 10 es muy reducida, pero sigue manteniendo
las caracteristicas de la maduracidn retrasada de 1QMAK10, de modo que la regidén se acotd aun

mas (Figura 12).

F1 MAK R40 x Ved

®

MAK R40

Figura 11. Representacion de los cruces realizados para llegar hasta la poblacién F2 de este proyecto.
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2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo de final de grado es el estudio de los genes asociados a la
maduracion del melén (Cucumis melo L.) mediante el mapeo fino del QTL MAK.10-1, encargado

de demorar la maduracion climatérica en melén.

Objetivos especificos:

1- Obtencidn de plantas recombinantes en el intervalo del QTL MAK.10-1 y caracterizacion
genotipica de las plantas recombinantes mediante marcadores moleculares.

2- Caracterizacién fenotipica de los recombinantes obtenidos, sus parentales y obtencidon de la
semilla F3.

3- Estudio bioinformatico de los genes dentro de la regidn de interés.
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3. Materiales y métodos

3.1 Material vegetal

-Obtencidn de las semillas previa al inicio de este proyecto

Para la realizacion del mapeo fino, la linea MAKR40 se cruzé con el parental ‘Védrantais’
produciendo la F1. Esta fue autopolinizada y las semillas F2 se guardaron para la seleccién de

recombinantes al inicio de este trabajo.
- Germinacioén de las semillas y condiciones iniciales

Inicialmente se hicieron germinar aproximadamente 3000 individuos de la poblacion F2 (MAKR40
x Ved) con la intencidn de obtener, al menos, 50 individuos recombinantes. Se tuvo esta
consideracidon partiendo de un estudio anterior en una poblacién RIL entre las variedades
‘Védrantais’ y ‘Piel de Sapo’, donde se hallé la tasa de recombinacidn en el cromosoma 10 de
aproximadamente 4 centiMorgan (cM) en esta regidn, con lo que se esperd una tasa aun menor

19, Al no llegar a la cifra de los 50 recombinantes, se decidié sembrar otros 2000 individuos.

Se utilizaron las lineas control MAKR40, F1 MxV (Ved x MAKR40) y 1QMAK10, las cuales contienen
la introgresiéon del QTL, y las lineas puras ‘Védrantais’ y ‘Ginsen makuwa’. Para cada linea se

utilizaron nueve replicas.

Con el fin de obtener material genético de las distintas semillas de la poblacién F2 y los controles,
se hicieron germinar las semillas distribuyendo en placas de Petri alrededor de 100 semillas. Estas
fueron tratadas con el fungicida tiram (0,01 M), y se lavaron con agua; se coloco papel himedo,
tanto en la base como en la cubierta de la placa y se introdujeron de nuevo las semillas. Por

ultimo, se sellaron las placas con Parafilm con tal de evitar la pérdida de humedad (Figura 13).
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Figura 13. Germinacién de las semillas.

Seguidamente se trasladaron a la cdmara de germinacion, a una temperatura de 28 2C y con un

fotoperiodo de 12 horas de luz / 12 horas de oscuridad (Figura 14).

Figura 14. Germinacion de las semillas en la cdmara.
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En cuanto comenzaron a surgir los primeros brotes, tras 4 o 5 dias, las semillas germinadas se
transfirieron al invernadero. Se dispusieron en macetas biodegradables con vermiculita, sustrato
By perlita en proporcion 1:3:1, se ajustaron las condiciones de cultivo a una temperatura de 28 2C
y un fotoperiodo de 12 horas de luz / 12 horas de oscuridad (Figura 15). Se controld su
crecimiento hasta que se expandieron los cotiledones y brotaron las primeras hojas jévenes,

momento en el cual se pudo empezar a extraer ADN de las plantas y comenzar su genotipado.

Figura 15. Distribucion de las plantas en el invernadero del CRAG.

Tras la seleccién de los individuos recombinantes se procedid, durante principios y mediados del
mes de mayo, a su traslado a las instalaciones del IRTA de Torre Marimodn, en Caldes de Montbui.
Se plantaron en sacos de sustrato de fibra de coco un maximo de 4 plantas por saco para
optimizar su crecimiento (Figura 16), y se colocaron tanto los individuos recombinantes como los

controles del proyecto.
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Figura 16. Distribucion de las plantas en las instalaciones del IRTA.

Se dejaron crecer las plantas realizando podas cuando era necesario, y se desplegd una malla de
plastico para permitir el desarrollo vertical de las plantas. Cuatro semanas después de la
plantacién, alrededor de finales del mes de mayo, surgieron las primeras flores femeninas,

instante en el que se inicid el periodo de polinizacién (Figura 17).

- Wt
‘w&';‘a‘!&jg

-

Figura 17. A) Organizacidn de las plantas crecidas. B) Polinizacion manual de una flor

femenina (izquierda) con una masculina (derecha).
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La polinizacidn de cada planta se llevd a cabo hasta un maximo de tres flores femeninas por planta
y utilizando el polen de tres flores masculinas por cada femenina, con tal de asegurar la
fecundacidn del ovario y aumentar las probabilidades de obtener frutos cuajados. Cada flor
femenina polinizada fue etiquetada con el nombre del individuo, tipo de cruce y fecha, ademas de

cubierta con una bolsa de tela para evitar la polinizacidn cruzada.
3.2 Extraccion de ADN

Durante el proyecto se realizaron dos tipos de extracciones de ADN, de diferente duracion, seguin
los diferentes propdsitos. La primera se trataba de una extraccidon rdpida para seleccionar
raudamente los individuos; la segunda fue una extraccion mas lenta y rigurosa, para asegurar la

purezay la conservacién del ADN durante un mayor periodo de tiempo.
3.2.1. Extraccion rapida de ADN

Primeramente, se introdujeron bolas de acero en cada tubo (1,1 mL) de la caja de 96 microtubos
para extraccion de ADN. Tras esto, se cortd de cada planta una pequefia seccién de una hoja joven
y se colocd ordenadamente cada muestra de hoja en un tubo. A continuacidn, se afiadié a cada
tubo un volumen de 57 pL de NaOH (0,3 M) y se trituraron las muestras en el Tissuelyser (mixer
mill) durante 30 segundos a 30 Hz. Seguidamente, se centrifugaron las muestras a 3000 rpm por 2
minutos. En este punto, se incubaron los tubos por un minuto a 96 2C y, después de enfriarse las
muestras, se afadid a cada tubo un volumen de 200 uL de Tris-HCI (0,75 M). Por ultimo, se
volvieron a centrifugar las muestras y se transfiere el sobrenadante a una placa PCR, en la cual se

realiza una dilucion 1:15 con el fin de reducir las impurezas y asegurar el éxito de la PCR.
3.2.2. Extraccion de ADN Doyle

Se colocaron bolas de acero en los 96 tubos para extraccion de ADN junto con material vegetal
proveniente de hojas jévenes de cada individuo. Se afiadieron 340 uL de CTAB (solucion tampdn,
2% CTAB (p/v), 1,4 M NaCl, 0,2% 2-B-Mercaptoetanol, 20 mM EDTA pH 8, 100 mM TRIS-HCI pH 8),
se trituraron las muestras con el mixer mill y se centrifugaron. Seguidamente de incubaron a 65 2C
durante 30-45 minutos, y se afiadieron 340 uL de cloroformo y acido isoamilico en proporcién
24:1, mezclados por inversion. Se centrifugaron de nuevo las muestras durante 30 minutos a 3000

rpm, se transfirié el sobrenadante y se afiadieron 200 L de etanol 70% a una temperatura de -20
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oC. Se volvid a centrifugar durante 10 minutos a 3000 rpm y se descarto el sobrenadante, dejando
secar las muestras. Por Ultimo, se adicionan 50 pL de agua ultrapura (Mili-Q) y se guardaron

durante un minimo de 2 horas, para poder luego ser conservadas en el congelador a -20 oC.

3.3 Diseio del genotipado

Con tal de poder realizar el genotipado, se tuvieron que disefar tres cebadores: dos directos
(forward, Fw) y uno complementario (Reverse, Rv) comun para cada secuencia, ubicados
alrededor de 50 pb del SNP que se deseaba identificar, mediante el programa ‘Primer Picker’
(Anexo A). Se utilizaron cebadores flanqueantes para hallar los individuos recombinantes y
delimitar la nueva region del QTL; luego, se escogieron cebadores dentro de esta region para
conocer el punto de recombinacién de los individuos recombinantes (Tabla 1 y Figura 18), y

posteriormente poder agruparlos seguin su genotipo.

Tabla 1. Nombres con las posiciones de los marcadores moleculares utilizados y nucledétido

detectado. En verde los flanqueantes, en azul los marcadores internos.

Marcador molecular | Nucleétido

0 pb 250.000 pb 500.000 pb

Cromosoma 10

Figura 18. Representacion de los marcadores y su posicion. En verde, los marcadores

flanqueantes; en azul, marcadores internos dentro de la regidn de interés.
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3.4 Genotipado

Para el genotipado de las plantas se utilizd la tecnologia PACE (“PCR Allelic Competitive

Extention”). Se efectud la mezcla de los tres cebadores y se afiadieron junto al MasterMix de

PACE (Tabla 2) en un microtubo. Tras la distribucién en la placa, se introdujo en la misma el ADN

extraido de cada planta en un rango de concentraciones de 20-100 ng/uL y se cubrié con un film

adhesivo. Posteriormente, se colocé la placa dptica en el termociclador (LightCycler480 de Roche)

con el correspondiente programa (Tabla 3), y se analizaron los resultados de la fluorescencia

asociadas a cada genotipo.

Tabla 2. Volumenes necesarios para la PCR PACE2.0

Placa de 96 pozos

Placa de 384 pozos

5 uL de MasterMix PACE2.0

2,5 pL de MasterMix PACE2.0

0,138 uL de PACE2.0 assay (cebadores)

0,069 uL de PACE2.0 assay (cebadores)

5 uL de ADN

5 uL de ADN

Total 10 pL

Total 5 uL

Tabla 3. Programa del LightCycler para la PCR PACE2.0. Ramp rate: velocidad de

incremento de temperatura (2C/s). Cuantifiacion: deteccidn de la fluorescencia del ADN

amplificado.
Temperatura
Ciclos Tiempo Ramp rate | Cuantificacion
Nombre (gc)

Hot-start 1 94 00:15:00 4.4 Ninguna
94 00:00:20 4.4 Ninguna

Touch-d 10
ouch-aown 65 00:01:00 2,2% Ninguna
94 00:00:20 2,2 Ninguna

35
PCR 57 00:01:00 2,2 Ninguna
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37 00:01:00 2,2 Ninguna
1
Read plate 37 00:00:01 4.4 Una
A s 1 57 00:00:01 2,2 Una
cquisition

*Ajustando Sec Target (2C) = 57 y Step Size (2C) = 0,8

3.5 Fenotipado

Se supervisé la maduraciéon de los melones antes y después de su cosecha.

Por un lado, diariamente se revisaron los melones en las plantas para determinar la aparicién de
rasgos como la temprana aparicién de aroma (EARO) mediante andlisis sensorial, la aparicion
temprana de la capa de abscision (EALF) con la observacion del estado del pedinculo del melén,

el cambio de color (EC) y los dias hasta su cosecha (Figura 19).

Figura 19. Fenotipado de los rasgos: A) Aparicién temprana de la capa de abscisién (EALF), marcada

con un circulo rojo; B) Cambio temprano de color (EC)

Por otro lado, después de la cosecha se fotografié (Anexo C) y pesd cada uno de los melones; se

escaned la mitad de cada meldén con ‘Tomato Analyzer’ software. Posteriormente se
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determinaron las caracteristicas firmeza de la pulpa (FF) y el contenido de sélidos solubles (SSC).
La FF se determind ejerciendo presién (kg/cm?) con un penetrémetro, repitiéndose el proceso 4
veces en distintos puntos del fruto. Para el pardmetro SSC se cubrieron con una tela porciones
pequefias de la carne del melén y se frotd contra el refractémetro, el cual mide en 2Brix los

sdlidos disueltos.
3.6 Analisis de datos

Para el andlisis de los datos obtenidos durante el fenotipado se realizaron contrastes de
normalidad (prueba de Shapiro-Wilk), test de andlisis y homogeneidad de varianzas (ANOVA y
prueba de Levene) y comparaciones multiples (pruebas de Tukey). Para las variables que no
seguian una homogeneidad de varianzas y normalidad de residuos se utilizaron métodos no
paramétricos (prueba de Kruskal-Wallis y de Games-Howell). El procesado de los datos se realizd

mediante los programas Excel, IBM SPSS Statistics y R Studio.
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4 Resultados y discusion

4.1. Obtencion de plantas recombinantes en el intervalo del QTL MAK.10-1 y
caracterizacion genotipica de las plantas recombinantes mediante marcadores

moleculares.

Con el objetivo general de identificar el o los genes implicados en la regulacién de la maduracién
climatérica del meldn, se realizé el genotipado de los aproximadamente 5000 individuos de la F2
obtenida del cruce MAKR40 x Ved (MxV). Se genotiparon (Figura 20) mediante marcadores
flanqueantes (apartado 3.3 y 3.4) encontrandose 48 recombinantes a los cuales se les nombré ‘R’
seguido de un numero, los cuales se trasladaron a campo (Tabla 4). Posteriormente, los
recombinantes obtenidos se agruparon mediante su genotipo y se les asignaron letras de la A

hasta la | (Tabla 5).

Se utilizaron 9 réplicas de cada linea utilizada como control: 1QMAK10 contenia la introgresion de
1,05 Mpb de Makuwa; MAKR40 contenia la introgresién reducida de alrededor de 500 Kb; la F1

MxV se encontraba en heterocigosis para la region de 500 Kb; Makuwa y Ved eran lineas puras.
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Figura 20. Interfaz de los resultados obtenidos en el LightCycler. Cada triangulo representa un individuo y

cada color un genotipo: azul, alelo X; rojo, heterocigoto; verde, alelo Y; rosa, desconocido; gris, negativo.
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Tabla 4. Genotipo de los individuos recombinantes para cada marcador. A, genotipo ‘Védrantais’; B,

genotipo ‘Ginsen makuwa’; H, genotipo heterocigoto; Negative, resultado no concluyente.

Marcadores Marcadores
Muestras 0005] 162537 | 189767 | 203431 ] 330699 Muestras 189767
Ved A A A A A
R8 A A A A
R16 A A A A
R17 A A A A
R23 A A A A
R37 A A Negative A
R40 A A A A
R43 A A A A
R49 A A A A
A A A

>>>>>>>>>> > > > >

Tabla 5. Genotipo de cada grupo de recombinantes para cada marcador. A, genotipo ‘Védrantais’; B,

genotipo ‘Ginsen makuwa’; H, genotipo heterocigoto.

Marcadores
Grupos de Recombinantes Recuento
recombinantes
R4, R11, R15, R18, R24, R26, R1, R10, R12, R44, R45 11
R8, R16, R17, R23, R37, R40, R43, R49 8
R6, R21, R46 3
R9, R14, R19, R32, R33, R25 6
R2, R3, R5, R7, R13, R30, R34, R35, R38, R39, R41 R47, R53, R57 14
R29, R36, R42 3
R27 1
R54 1
R50 1

Tras la seleccién de los recombinantes, se realizd6 una prueba Chi cuadrado para conocer si la
distribucién de los alelos en la poblacién seguia una segregacion mendeliana 1:2:1 (Tabla 6). Con
la prueba se comprobé que la segregacion de alelos para cada marcador flanqueante era no

significativa (valor p superior a 0,05), por lo que se ajustaba a las leyes de Mendel.
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Tabla 6. Prueba de Chi-cuadrado para la segregacién mendeliana de los alelos en la poblacién F2

para cada marcador. A, genotipo ‘Védrantais’; B, genotipo ‘Ginsen makuwa’; H, heterocigoto.

A 1201 1204 1271,75 1281,25
B 1250 1264 1271,75 128125 5087 5125
LA | o5 2567 25435 2562,5
Chi-cuadrado 0,6658 0,3670
Valor p 0,7168 0,8323

Con los datos obtenidos se pudo recalcular la tasa de recombinacién como se muestra en la
ecuacion (1) para la region en el cromosoma 10 de nuestra poblacién F2:
numero de plantas recombinantes 48 (1)

T d binacion = 100 = 100 = 0,94 cM
asa ge recombtnacton numero de plantas analizadas * 5087 . ¢

Este valor difiere de la informacién inicial utilizada para determinar el nimero aproximado de
recombinantes, de alrededor de 4 cM para las variedades ‘Piel de Sapo’ y Védrantais’ *°. De este
modo, para la introgresién del genoma de ‘Ginsen makuwa’ en el fondo genético Védrantais’, la
probabilidad de encontrar un individuo recombinante en la regién del QTL MAK.10-1 es cuatro

veces menor.

4.2. Caracterizacion fenotipica de los recombinantes obtenidos, sus parentales y

obtencion de la semilla F3.

Una vez genotipados los individuos recombinantes se procedid a fenotipar distintos caracteres
cuando las plantas habian producido frutos. Las medias de los datos obtenidos durante el
crecimiento en planta reflejaron las distintas aptitudes climatéricas de los rasgos EALF, EC, EARO
hasta la cosecha y FW, SSC y FF después de la cosecha (Tabla 7), en los que Ved mostrd sintomas
altamente climatéricos como baja EALF y EARO similares a los presentados en estudios
anteriores®, al contrario que Makuwa, que mostré sintomas levemente climatéricos. Asimismo,
todos los datos del andlisis estadistico se encuentran en el Anexo B, y las fotos de los melones en

el anexo D.
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Tabla 7. Valores de la media, desviacion y error estandar de las lineas para las caracteristicas fenotipicas

formacidn temprana de la capa de abscisidn (EALF), cambio de color temprano (EC), produccién temprana de

aroma (EARO), cosecha, peso del fruto (FW), contenido de sdlidos solubles (SSC) y firmeza de la pulpa (FF).

FW (g) SSC (2Brix) FF (kg/cm2) Recuento
Linea Media D. estandar | E. estandar | Media | D. estandar | E. estandar | Media | D. estandar | E. estandar
Ved 1258,57 248,90 94,07 6,57 0,61 0,23 2,05 1,27 0,48 3
Makuwa 363,67 138,66 56,61 9,37 1,65 0,67 1,85 1,24 0,51 6
MAKR40 1535,33 131,66 53,75 6,92 0,66 0,27 5,79 1,09 0,44 6
1QMAK10 1530,67 241,42 139,38 9,33 1,53 0,88 6,03 1,70 0,98 6
F1 MxV 1656,67 362,47 147,98 7,80 1,30 0,53 4,99 1,08 0,44 7
FW (g) SSC (2Brix) FF (kg/cm2) Recuento
Grupos de recombinantes [Media D. estandar [E.estdndar [Media |D.estandar [E.estdndar |Media |D.estandar [E. estandar
A 1293,33 155,24 63,38 7,93 7,93 3,24 5,83 1,37 0,56 6
B 1156,29 409,12 154,63 7,47 7,47 2,82 3,32 1,52 0,57 7
C 1548,00 449,72 318,00 6,50 6,50 4,60 2,35 0,51 0,36 2
D 1177,33 68,13 39,33 8,73 8,73 5,04 7,43 1,01 0,58 3
E 1419,25 355,55 125,70 8,50 8,50 3,01 7,15 0,81 0,29 8
F 1118,00 141,42 100,00 8,75 8,75 6,19 8,19 0,53 0,38 2
EALF (DAPs) EC (DAPs) EARO (DAPS) DAPs-H
Linea Media | D.estdndar | E.estdndar | Media | D.estandar | E.estandar | Media | D. estdndar | E.estdndar Media
Ved 33,00 1,26 0,48 33,57 1,40 0,53 33,00 1,13 0,43 38,57
Makuwa 43,25 6,18 2,52 28,83 4,07 1,66 35,00 4,69 1,91 43,00
MAKR40 39,33 2,16 0,88 40,00 1,83 0,75 42,00 4,80 1,96 43,33
1QMAK10 40,00 2,00 1,15 40,00 2,83 1,63 38,00 4,24 2,45 43,00
F1 MxV 40,00 1,90 0,77 39,60 1,67 0,68 38,40 3,65 1,49 42,17
EALF (DAPs) EC (DAPs) EARO (DAPs) DAPs-H
Grupos de recombinantes Media | D.estdndar | E.estdndar | Media | D.estdndar | E.estdndar | Media | D. estdndar | E.estdndar Media
A 35,60 2,51 1,02 38,67 38,67 15,79 38,40 3,05 1,24 39,50
B 32,00 2,65 1,00 31,86 31,86 12,04 31,86 2,41 0,91 34,57
C 35,00 - - 33,00 33,00 23,33 36,50 2,12 1,50 39,00
D 36,00 - - 36,50 36,50 21,07 35,00 - - 36,33
E 41,33 - - 40,29 40,29 14,24 41,20 4,87 1,72 42,50
F 33,00 - - 39,00 39,00 27,58 34,50 0,71 0,50 41,50

Védrantais’” presenté sintomas de maduracién climatérica con la formacién de la capa de

abscision (EALF) de forma muy temprana, a diferencia de Makuwa, MAKR40, F1 MxV'y 1QMAK10

(Tabla 7 y figura 21). Con la ANOVA y la prueba de Tukey (Tablas Anexo B-2 y B-3) pudieron

catalogarse por un lado Ved y el grupo B, y los grupos E, Makuwa, MAKR40, F1 MxV 'y 1QMAK10

por otro lado. Los datos obtenidos respecto al rasgo EALF difieren respecto a estudios anteriores

donde la linea 1QMAK10 no presenté formacién de la capa de abscision®. En este caso si

formaron capa de abscision, aunque mas tarde que el parental Ved, lo que indicé que este rasgo

se vio influenciado fuertemente por el ambiente, lo que ha provocado una diferencia en la

expresion del gen responsable de la formacidn de la capa de abscision.

eeabb/




Fundamento molecular de la maduracion climatérica del fruto del melén 47

45-
L
40 —
n .
o .
<
Q
[T
I : :
& 35- o
[ R
.
30- .
8 & & $ & o b & u o
X 14
> £ ¥ T
o = *
Grupos

Figura 21. Diagrama de cajas para el rasgo formacion temprana de la capa de abscision (EALF)

medida en DAPs.

Por otra parte, el rasgo cambio temprano de color (EC) mostré disparidad en MAKR40, F1 MxV 'y
1QMAK10, las cuales presentaron un cambo de color tardio con relacion a los parentales (Tabla 7
y figura 22), cambiando de color alrededor de los 30 DAPs; esto demuestra que la introgresion
retrasa el rasgo cambio de color, generalmente indicativo de la madurez de los frutos. Para esta
caracteristica no pudieron agruparse individuos de forma clara ya que se encontraron numerosas
diferencias significativas entre las lineas, aunque el grupo E y las lineas de introgresion MAKR40,
F1 MxVy 1QMAK10 compartieron medias similares (Tablas anexo B-5 y B-6), al igual que Ved y el
grupo By el C. Este rasgo fue de dificil interpretacion durante su medicién ya que los cambios de
color también fueron parcialmente causados por una mayor o menor exposicién a la luz solar, de
forma que este rasgo se vio influenciado por el ambiente; esto resulté en que no fue una buena

caracteristica para acotar el QTL.
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Figura 22. Diagrama de cajas para el rasgo cambio temprano de color (EC) medido en DAPs.

La aparicién temprana de aroma (EARO) también se vio alterada para MAKR40, F1 MxV y
1QMAK10, las cuales produjeron aroma mas tarde que los parentales (Tabla 7 y figura 23). No se
encontraron diferencias significativas entre Makuwa y las demas lineas (Tablas anexo B-5 y B-6),
del mismo modo que tampoco se hallaron diferencias entre las lineas F1 MxV, MAKR40 vy los
grupos Ay E, ni entre Védrantais’y el grupo B. Este rasgo fue de dificil cuantificacion debido a su
naturaleza subjetiva y la falta de metodologias mas precisas para la obtencidon de datos mas
fiables, ademads de estar influenciado fuertemente por el ambiente’; por estos motivo, tampoco
brindé informacion fidedigna para el acotado del QTL. Estudios futuros podrian hacer uso de
técnicas mas fiables como la cromatografia de gases para la obtencién de datos mas robustos de

la produccidn de aroma.
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Figura 23. Diagrama de cajas para el rasgo aparicion temprana del aroma (EARO) medida en DAPs.

Los individuos ‘Védrantais’ fueron cosechados antes en comparacién con las demas lineas al

mostrar sintomas de maduracién (Tabla 7 y figura 24). Para el grupo A no se hallaron diferencias

significativas frente el resto. El grupo E no presentd diferencias significativas respecto al grupo A,

F1 MxV, Makuwa, MAKR40 y Ved. Para el grupo B no hallaron diferencias significativas frente a

Ved (Tablas anex

Cosecha (DAPs)

0B-5y B-6).
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Figura 24. Diagrama de cajas para el rasgo cosecha (DAPs).
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En el caso del peso del fruto (Tabla 7 y figura 25) todas las lineas compartieron pesos similares a
excepcion del parental Makuwa, que presenté un peso y tamafio menor que Ved. Esto indicé que
los diferentes grupos parentales con un fondo genético ‘Védrantais’ presentaron un FW cercano a
Ved, por lo que este rasgo no se vio afectado por la introgresion de Makuwa. Esto se confirmé con
la prueba ANOVA de Welch (Tabla anexo B-4), lo que concuerda con la informacidn

proporcionada por estudios anteriores®.

2000

1500

Fw (g)

1000 -

500

fa) o o =] = < m O fa) w Le
g 5 z 4 b
£ < X
$ 5 3 =
Grupos

Figura 25. Diagrama de cajas para el rasgo peso del fruto (FW) medido en g.

Para la firmeza de la pulpa (FF) (Tabla 7 y figura 26) se observd disparidad entre las medias, en las
cuales las lineas de Makuwa y Ved compartieron similitud. Este hecho fue desconcertante, ya que
las lineas de introgresidon mostraron una FF superior a la de los parentales, lo que podria significar
que la linea Makuwa no fue cosechada adecuadamente, o que exista un efecto pleiotrdpico de los
alelos de Makuwa en el fondo genético de ‘Védrantais’. Esta variedad exdtica tan solo se habia
plantado una vez en el CRAG vy, junto a los hechos de que sus sintomas de maduracién son
escasos Y la ausencia de valores de referencia, fue dificil determinar una fecha éptima para su

cosecha.
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Los recombinantes para esta caracteristica presentaron tres claros subgrupos (Tabla 7 y figura 17):
los grupos D, E y F compartieron un FF similar, al igual que B y C; A presentd un fenotipo
intermedio. Esto indicé que aquellos grupos con genotipo heterocigoto o Makuwa tendian a un
mayor FF en su momento de cosecha, a diferencia de los grupos con genotipo ‘Védrantais’. En
comparacidn con estudios anteriores, para el rasgo FF se observaron diferencias respecto a la
firmeza de Ved, para la que se midieron valores inferiores; para la linea IQMAK10 los valores
obtenidos coincidieron con la informacién previa, en la que las lineas de introgresion de Makuwa

en fondo genético Ved mostraron unos valores de firmeza superiores a los del parental Ved 363,

1.9

0.0

@ ; E E ? = m L& [ ] L [
5 2 = p
b2 5 z .
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Figura 26. Diagrama de cajas para el rasgo firmeza de la pulpa (FF) medida en kg/cm?.

En cuanto al contenido de sdlidos solubles (Tabla 7 y figura 27) la linea MAKR40 presentd una
media cercana a la de ‘Védrantais’, mientras que las lineas 1QMAK10 y Makuwa compartieron
valores de sdlidos solubles superiores. IQMAK10 contiene una introgresién mayor que MAKR40 y
a F1, por lo que existe la posibilidad de la presencia de otros genes en la introgresion relacionados
con el contenido de sdlidos. La linea F1 MxV presentd un valor de sélidos solubles intermedio
entre Ved y Makuwa. El grupo C presenté la cifra mas baja de sélidos solubles mientras que los

grupos A, D, E y F albergaron los mayores contenidos en azlcares; fueron estos tres ultimos
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grupos aquellos con el valor de SSC mas cercano al parental Makuwa, y el grupo B mostrd un
fenotipo intermedio, aunque no se observaron grandes diferencias en el contenido de sélidos
solubles (Tablas anexo B-5 y B-6). Los valores obtenidos para el SSC en Ved presentaron ligeras
diferencias en comparacidn con los datos previos, pero este efecto se debe a una importante
interaccién con el ambiente. Por otro lado, los datos corroboran un mayor contenido de sélidos

solubles en la linea con la introgresién 1QMAK10 *°.

SSC (2Brix)
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Figura 27. Diagrama de cajas para el rasgo contenido de sdlidos solubles (S5C) medido en 2Brix.

Con toda la informacién que se obtuvo en el fenotipado, se pudo concluir que, para cuando el QTL
se halla en heterocigosis, el fenotipo dominante corresponde a Makuwa, con un retraso en la
maduracidn. Se agruparon los datos junto al genotipo al que pertenecen para construir una tabla
de asociacion genotipo-fenotipo (Tabla 8) y poder visualizar con mas claridad y facilidad como se
desarrollan los rasgos relacionados con la maduracion en funcidn de cada genotipo. Gracias a los
rasgos como firmeza de la pulpa y aparicion de la capa de abscisiéon que fueron determinantes
para poder realizar las agrupaciones, se clasificaron las lineas asociandolas al tipo de maduracion

caracteristica del parental.
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Marcadores
Grupos 9005 162537 189767 203431 339699 FW (g) SSC (2Brix) FF (kg/cm?) EALF (DAPs) EC (DAPs) EARO (DAPs) H (DAPs) Recuento | Maduracién

VED A A A A A 1258,57 6,57 2,05 33,00 33,57 33,00 38,57 7 VED
Makuwa B B B B B 363,67 9,37 1,85 43,25 28,83 35,00 43,00 6 MAK10
1QMAK10 B B B B B 1535,33 6,92 579 39,33 40,00 42,00 43,33 3 MAK10
MAKR40 B B B B B 1530,67 9,33 6,03 40,00 40,00 38,00 43,00 6 MAK10
F1MxV H H H H H 1656,67 7,80 4,99 40,00 39,60 38,40 42,17 6 MAK10
A H H H H A 1293,33 7,93 5,83 35,60 38,67 38,40 39,50 6 MAK10

B A A A A H 1156,29 7,47 3,32 32,00 31,86 31,86 34,57 7 VED

C H H H A A 1548,00 6,50 2,35 35,00 33,00 36,50 39,00 2 VED
D H H H H B 1177,33 8,73 7,43 36,00 36,50 35,00 36,33 3 MAK10
E B B B B H 1419,25 8,50 7,15 41,33 40,29 41,20 42,50 8 MAK10
F B B B H H 1118,00 8,75 8,19 33,00 39,00 34,50 41,50 2 MAK10

Tabla 8. Asociacidn fenotipo-genotipo para cada linea estudiada. A, genotipo ‘Védrantais’; B, genotipo Makuwa;

H, genotipo heterocigoto. Rasgos fenotipicos: formacion temprana de la capa de abscision (EALF), cambio de

color temprano (EC), produccidn temprana de aroma (EARO), cosecha, peso del fruto (FW), contenido de

sélidos solubles (SSC) y firmeza de la pulpa (FF).

Mediante la asociacién genotipo-fenotipo se observé que el grupo A mostrd rasgos fenotipicos
similares a MAK10, lo que situa el QTL antes del marcador 339699 por estar en heterocigosis. Los
grupos B y C se comportaron como Ved fenotipicamente, lo que permitié delimitar la regién
después del marcador 189767. Los grupos D, E y F asociados al fenotipo MAK10 coincidieron con

la probable posicion del QTL entre las posiciones 189767 y 339699 del cromosoma 10.

4.3. Estudio bioinformatico de los genes dentro de la regidn de interés.

Para el estudio del QTL MAK.10-1 se investigd acerca de los genes localizados en la regién del
genoma del QTL, delimitada por los cebadores flanqueantes. Mediante la base de datos de
Melonomics (v4.0) se encontraron un total de 38 genes, entre las posiciones 9006 pb y 339699 pb

(330 kb) del cromosoma 10 (Figura 28).

Genome  Track View  Tools Help
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Waton7d Wazpip - HIHH—# He e e HH B B sHel e e ol
1L HHl e b ) R s B e
“H— - ~H < +H ~H  HE
- 1 i
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| 330 kb .
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o006 189767 339699

Figura 28. Representacion de los genes en el cromosoma 10 entre las posiciones de los cebadores y su
distancia entre ellos, extraido de la base de datos de Melonomics (v4.0). Verde, distancia entre

marcadores flanquantes; azul, distancia entre el marcador interno y el flanqueante.
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Basados en los datos preliminares obtenidos gracias a las caracteristicas FF y EALF aun por

confirmar en la siguiente temporada, con el mapeo pudo delimitarse de nuevo la regién del QTL.

Este hecho permitié reducir de 330 kb a 150 kb la regién con el QTL responsable del retraso de la
maduracidn, halldndose un total de 20 genes (Figura 28). Se investigaron los genes encontrados
en esta regidn, mediante su funciéon (Tabla 9) y genes ortélogos en organismos vegetales

emparentados y algunos otros organismos mas estudiados (Anexo C).

Tabla 9. Listado de genes en la regidon acotada de 150 kb.

Nombre del gen Posicion inicial Posicion final Funcion del gen
MELO3C012477.1 205641 208930 Aspartic proteinase
nepenthesin-1
MELO3C012476.1 216378 217884 NADPH:quinone
oxidoreductase-like
MELO3C012475.1 225819 231236 phosphatidylinositol 4-
phosphate 5-kinase 6-like
Phosphatidylinositol-4-
MELO3C000333.1 228976 229963 phosphate 5-kinase,
putative
MELO3C012474.1 244521 254202 Amidohydrolase family
MELO3C012472.1 255014 264515 beta-galactosidase
protein NRT1/ PTR
MELO3C012471.1 267554 271607 FAMILY 5.4
two-component response
MELO3C012470.1 275521 277486 regulator ORRY-like
MELO3C034022.1 278950 279297 Unknown protein
MELO3C012469.1 279328 281296 annexin D4-like
MELO3C012468.1 283544 286995 Annexin
MELO3C034025.1 286958 287902 Annexin
MELO3C012467.1 289073 298013 F-box protein isoform X1
MELO3C012466.1 298669 301533 Cytochrome C oxidase
assembly factor
MELO3C012465.1 303478 305119 Glutaredoxin family
protein
ADP-ribosylation factor
MELO3C012464.1 307339 313044 GTPase-activating
protein AGD12-like
MELO3C012463.1 314579 317642 E3 ubiquitin-protein
ligase
MELO3C012462.1 322662 325830 F-box protein SKIP5
MELO3C012461.1 326380 338131 Protein LNK2
MELO3C012460.1 338032 338187 Unknown protein
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Del listado de genes mencionados (Tabla 9) se indagaron sobre aquellos posibles candidatos
mediante la base de datos de ‘Melonet DB’ y conocer asi su grado de implicacién durante la
maduracidn. Ademas, se compard la expresidon de estos genes mediante los resultados de una
secuenciacion de RNA (RNA-seq.) entre la variedad ‘Piel de Sapo’ y Védrantais’, para comprender

mejor la relativa expresién de los genes en funcién del genotipo®.

El gen MELO3C012471 codifica la proteina del grupo NRT1/ PTR; estas proteinas se han
estudiado en Arabidopsis thaliana y se tratan de transportadoras de nitrato y di/tripéptidos, que
son capaces de transportar también hormonas como auxinas, giberelinas y dcido abscisico #*. Este
gen no dio resultados para la base de datos de Melonet, pero gracias al RNA-seq. (Figura 29) se
puede observar la creciente expresion del gen durante la maduraciéon del fruto en Ved que, junto

a su potencial correlacién con el transporte de hormonas, lo convierte en un gen prometedor.

MELO3C012471.2.1
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Figura 29. Evolucion de la expresion del gen MELO3C012471 durante los dias después de la
polinizacién en las variedades ‘Piel de Sapo’ y ‘Védrantais’. Datos obtenidos de andlisis

mediante RNA-seq. Fuente: %,

Otro gen candidato es MELO3C012465, que expresa una proteina de la familia de las
glutarredoxinas. Estas son pequefias proteinas con un par de cisteinas en su sitio activo, las
cuales actian como donadoras de electrones para el ribonucleétido reductasa y catalizan la
regulacion redox dependiente de glutatidn. Esto resulta en la implicacién de estas proteinas en
respuestas inmunes y neurodegeneraciones . En plantas, se encargan de defender a la planta

frente al estrés oxidativo *. Este gen estd elevadamente expresado durante el desarrollo del fruto
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e implicado durante las primeras semanas tras la cosecha del melén (Figura 30-A); el gen tiene
una expresion decreciente en Ved de 15 a 25 DAPs que se estabiliza hasta la cosecha, mientras

gue en PS aumenta durante la maduracidn (Figura 30-B).
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Figura 30. A) Expresion del gen MELO3C012465 en diferentes tejidos de la planta del melén. Fuente:
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Melonet DB. B) Evolucién de la expresion del gen MELO3C012465 durante los dias después de la
polinizacién en las variedades ‘Piel de Sapo’ y ‘Védrantais’. Datos obtenidos de andlisis mediante

RNA-seq. Fuente: %,

El tercer gen candidato es el MELO3C012462, relacionado con las proteinas de caja F SKIP5. Esta
grupo de proteinas de la caja F son reconocidas por interactuar con las proteinas SKP, RBX1 y
CULLIN1 para formar la enzima E3 ubiquitina sintetasa, encargada de catalizar la ubiquitinacion
(degradacién) de proteinas*. Durante la maduracién el gen se expresa menos que los
anteriores candidatos, aunque sigue siendo relevante (Figura 31-A); la expresion del gen es
creciente en Ved y en PS hasta alrededor de los 35 DAPs, momento en el que se estabiliza la

expresion en PS (Figura 31-B).
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Figura 31. A) Expresion del gen MELO3C012462 en diferentes tejidos de la planta del melén. Fuente:
Melonet DB. B) Evolucién de la expresién del gen MELO3C012462 durante los dias después de la
polinizacién en las variedades ‘Piel de Sapo’ y ‘Védrantais’. Datos obtenidos de andlisis mediante

RNA-seq. Fuente: %°

El cuarto gen considerado es MELO3C012466, el cual corresponde al factor de ensamblaje del
citocromo C oxidasa. Este complejo es el responsable de la fosforilacidon oxidativa (respiracion
celular) en las mitocondrias de los organismos eucariotas, y resulta en la produccién de energia
en forma de adenosina trifosfato (ATP) mediante un gradiente electroquimico, ya que el
complejo se encarga de la reduccién del oxigeno molecular a agua y la translocacion de
protones®. Durante el desarrollo del fruto su expresiéon es muy abundante, pero disminuye
tras los 35 DAPs la cosecha del fruto (Figura 32-A). En Ved y PS la expresion del gen parece
seguir un mismo patrén, con estabilidad en la expresién del gen después de ciertos DAPs

(Figura 32-B).
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Figura 32. A)Expresién del gen MELO3C012466 en diferentes tejidos de la planta del meldn. Fuente:
Melonet DB. B) Evolucién de la expresion del gen MELO3C012466 durante los dias después de la
polinizacién en las variedades ‘Piel de Sapo’ y ‘Védrantais’. Datos obtenidos de andlisis mediante

RNA-seq. Fuente: %,

El dltimo gen candidato es MELO3C012472, que expresa la enzima B-galactosidasa. Esta
enzima pertenece a la familia de las glucosidasas, las cuales se encargan de catalizar la
hidrélisis de los enlaces glucosidicos. La B-galactosidasa ha sido reconocida como una de las
enzimas principales implicadas en el reblandecimiento de los tejidos durante la maduracion de
frutas como el caqui (Diospyros kaki L.) y el meldn %%, Durante el desarrollo del fruto el gen se

expresa elevadamente, y va reduciendo su expresién a lo largo del tiempo (Figura 33).
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Figura 33. A) Expresion del gen MELO3C012472 en diferentes tejidos de la planta del meldn. Fuente:
Melonet DB. B) Evolucién de la expresion del gen MELO3C012472 durante los dias después de la

seq. Fuente: %

Todos los genes anteriormente mencionados son potenciales candidatos en la regulacion de la
maduracién levemente climatérica, para la introgresion genética en el cromosoma 10 del

melén Makuwa en el fondo genético ‘Védrantais’.

Cabe destacar que los datos de expresion génica en Ved y PS proporcionadas por el RNA-seq.,
ponen en evidencia la expresiéon diferencial de los genes en las variedades altamente
climatéricas y no climatéricas como son Ved y PS. Este caso es extrapolable a la genética de
Makuwa, por lo que la expresion de estos genes podria ser distinta a la de ‘Védrantais’,
pudiendo ser esta diferencia la causa de las diferencias en la maduracidon de estas dos
variedades. Para poder profundizar en este asunto, se podria realizar una secuenciacidén de la
variedad Makuwa, junto a analisis bioinformaticos y controles de expresiéon en busca de
posibles cambios nucleotidicos causantes de la expresién diferencial de estos genes, como se

ha hecho ya entre otras variedades®.
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5 Conclusiones

Con los resultados obtenidos para el proyecto de este mapeo fino, se ha podido acotar la regiéon
gendémica responsable de la regulacidn de la maduracién, para la introgresion de ‘Ginsen makuwa’

en el fondo genético de ‘Védrantais’.

Los grupos de recombinantes analizados demostraron fenotipos de maduracién diferenciales,
como EALF y FF, gracias a los que se pudieron clasificar segun el fenotipo, y acotar una nueva
longitud del QTL MAK.10-1 de aproximadamente 150 kb a partir de la posicién chrl0_189767 pb
hasta la chr10_ 339699 pb.

Ademas, se seleccionaron varios genes presentes en estas 150 Kb, posibles candidatos que
podrian ser responsables de la regulacion climatérica de la introgresién, de los cuales
MELO3C012472 y MELO3C012465 se postulan como los principales responsables de la

regulaciéon de la maduracion climatérica.
Perspectivas futuras

Los resultados obtenidos durante este proyecto ayudaran a comprender mejor el
comportamiento de la introgresidn, y asentarlo como base de futuras investigaciones para
hallar el verdadero gen o genes responsables de la regulacién climatérica. Durante el siguiente
afio se proseguird con el mapeo fino para acotar aun mas la regién, ademas de un test de
progenie con la finalidad de contrastar los datos preliminares obtenidos durante este

proyecto.
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7 Anexos

Anexo A — Cebadores y secuencias

Tabla anexo A-1. Cebadores y secuencias correspondientes a cada uno. La letra A corresponde a los

directos; la letra B corresponde a los complementarios

Chr10_339699 A1

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAAACAAGCAAAATGTTTAGAGTTTAGTGTTTTT

Chr10_339699_A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCAAGCAAAATGTTTAGAGTTTAGTGTTTTC

Chr10_339699_C1

CCCTCGGTATTCCGAACGTTACATA

Chr10_9005_A1

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCCCTTTTCCACTATCATTTGTTTAG

Chr10_9005_A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCAAGCAAAATGTTTAGAGTTTAGTGTTTTC

Chr10_9005_C1

CCCTCGGTATTCCGAACGTTACATA

Chr10_189767 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAAAGTATAACCTTTCTTGTGTTGATAAAACATT

Chr10_189767_A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGTATAACCTTTCTTGTGTTGATAAAACATC

Chr10_189767_C

AATCAAATATCTAACTTCCACACAGCCAAA

Chr10_16253_ A1l

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGTTTTTGACCTCTCAAGCAATTCAAAG

Chr10_16253_A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGTTTTTGACCTCTCAAGCAATTCAAAA

Chr10_162537_C1

GGAACATTAACAGAGTTACTCGATATGTTT

Chr10_203431_A1l

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAAATTTATCAAATTGTCCATAGTGCATTTTAGT

Chr10_203431.A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTATCAAATTGTCCATAGTGCATTTTAGC

Chr10_203431_C1

CCTTCTACTACTTAGAAGAGATGTTCAGTA
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Anexo B — Resultados de las pruebas estadisticas

Algunos de los melones cosechados durante el desarrollo del proyecto padecieron el efecto del
cracking, donde los melones se agrietaron a causa de un riego excesivo o posibles deficiencias en
nutrientes; estos fueron excluidos del andlisis fenotipico ya que las mediciones se vieron alteradas
por este efecto, por lo que se redujeron el niumero de réplicas para varios grupos de

recombinantes, pasando de 48 individuos a 28 los recombinantes analizados.

Algunos de los grupos de individuos recombinantes como C, D, F, G, H e | (Tabla 3) no fueron
incluidos en ningun analisis estadistico debido a que no hubo replicas suficientes para el mismo
genotipo. Por ese mismo motivo, en algunos grupos de recombinantes algunos estadisticos se

omitieron por ausencia del rasgo en cuestion y falta de valores (Tabla 7).

Con la informacién del test de Shapiro-Wilk (Tabla anexo B-1) se identificaron para los rasgos peso
del fruto y aparicidn temprana de la capa de abscision normalidad de residuos, las cuales
presentaron un valor de significancia superior al 0,05. El peso del fruto fue un rasgo para el que no
se cumplid la hipdtesis de igualdad de varianzas, por lo que se utilizé la prueba ANOVA de Welch y
Games-Howell para agruparlos (Tabla anexo B-4). El rasgo capa de abscisidn si cumplid la hipotesis
de igualdad de varianzas, por lo que se pudo utilizar el test de Tukey. El resto de las caracteristicas
fenotipicas no siguieron una distribucién normal (significancia menor a 0,05), por lo que se utilizd
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis junto a la prueba de Games-Howell (Tabla anexo B-5)

y asi comparar los grupos entre ellos.

Tabla anexo B-1. Prueba de normalidad entre grupos para todos los rasgos analizados: formacion
temprana de la capa de abscisién (EALF), cambio de color temprano (EC), produccion temprana de
aroma (EARO) y cosecha medidas en DAPs, peso del fruto (FW) medido en g, contenido de sélidos

solubles (SSC) medido en 2Brix y firmeza de la pulpa (FF) medida en kg/cm?.
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Pruebas de normalidad
Pruebas de normalidad o o
Kolmogorov-Smirmov Shapiro-Wilk
Kolmogorov-Smimov Shapiro-Wilk Grupo Estadistico al Sig. Estadistico ol Sig.
Grupo Estadistico gl Sig Estadistico gl Sig
- EC (DAPs) A 385 3 750 3 000
FW(9) A ,203 6 ,200 935 6 616 g
d B 202 7 200 436 7 601
B 74 7 200 938 7 624 -
3 E 232 7 200 860 7 153
E 152 8 ,200 877 8 844 =
F1 MV 228 5 200" 954 5 769 L 231 § 200 881 5 31t
MAKR40 225 6 200 935 6 616 NEKGIT 208 4 950 4 J4
NG 287 s 200" 058 o 296 Makuwa 203 i 200" 822 B 523
VED 218 7 200° 935 7 597 SED 278 ! M7 800 ! 041
SSC B A 163 6 200 a74 6 918 * Esto s un limite inferior de 1a sionificacidn verdadera.
8 156 7 200" 979 - 952 a. Correccidn de significacidn de Lilliefars
E 231 8 200 800 s 028 Pruebas de normalidad
F1 Mxv ,330 5 079 135 5 021
MAKR40 283 6 143 921 6 514 Kolmogaorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
RS, 208 P 200 900 P 429 Grupo Estadistico al Sia. Estadistico al Sig
VED 331 - 020 273 - 022 EARC (DAPs) A 178 5 ,200 981 5 940
FF (kglem*2) A 270 6 197 876 6 251 B i 7 200 884 7 876
B 217 7 200 908 7 382 E 238 5 ,200x 901 5 A5
E 278 8 070 855 8 108 F1 Wy 256 5 2007 955 5 775
bl 248 S1 .00 89 5 404 MAKR4D 334 5 071 745 5 026
MAKR40 163 6 200 983 6 964 s 184 5 200 958 5 795
Makuwa 343 6 .D’.‘(? J45 6 018 VED 285 5 13 FE 5 110
215 2 92 5 P L .
ER - ! i 92 4 A0 * Esto es un limite inferior de |a significacion verdadera
* Esto es un limite inferior de |a significacion verdadera . . . -
a. Correccidn de significacian de Lillisfors
a. Correccion de significacion de Lilliefors
. Pruebas de normalidad
Pruebas de normalidad
N Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kolmogorov-Smirmaov® Shapiro-Wilk . . - :
) § . _ . Grupo Estadistico al Sig. Estadistico al Sig
Grupo Estadistico ol Sig Estadistico gl Sig -
- Cosecha [DAPs) A 208 B 200 897 g 357
EALF (DAPs) A rici] 5 200 Bl 5 14 .
B 082 7 2007 1,000 7 1,000 2 188 ! 200 g8 ! 268
E 28 3 o 3 298 E 267 g 089 870 ] 184
1 N 187 P 200 014 P 266 F1 Ky 355 6 017 809 § 071
MAKR40 121 6 200" 983 6 964 MAKR40 ,386 4 006 641 G 005
: - : Makuwa 215 6 200 934 6 610
Makuwa ,298 4 926 4 572
VED 264 - 149 887 - 262 VED 264 7 148 887 7 262

* Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

* Esto es un limite inferior de |a significacion verdadera.

a. Correccidn de significacidn de Lilliefors

Tabla anexo B-2. Prueba ANOVA y de homogeneidad de varianzas entre grupos, para los rasgos

formacién temprana de la capa de abscision (EALF) medida en DAPs y peso del fruto (FW) medido en

g.
ANOVA
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
EALF (DAPs)  Enfre grupos 539,509 6 89,918 10,143 000
Dentro de grupos 274 807 N 8,865
Total 814316 7
FW Entre grupos 6496223850 6 1082703975 13,109 000
Dentro de grupos 3221107376 39 82592,512
Total 9717331,826 45
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Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene gl gl2 Sig.
EALF (DAFs)  Se basa enla media 1,255 [i} N 306
Se basa en la mediana 631 6 3 7058
Se basa enla medianay B3 6 12,035 704
con gl ajustado
Se basa enla media 1,183 i} k| 34
recortada
Fwy Se basa enla media 2488 [} 34 039
Se basa en la mediana 1,872 [i} 34 093
Se basa en la medianay 1,872 [ 27,691 104
con gl ajustado
Se basa enla media 2433 [} 34 043

recortada

Tabla anexo B-3. Prueba de Tukey para el rasgo formacidn temprana de la capa de abscision (EALF)

medido en DAPs.

EALF (DAPs)

HSD Tukey®®
Subconjunto para alfa= 0.05

Grupo N 1 2 3 4
B 7 32,00
VED 7 3414 3414
A 5 35,60 35,60 35,60
MAKRA40 [ 359,33 39,33 39,33
F1 MxV 6 40,00 40,00 40,00
E 3 41,33 41,33
Makuwa 4 43,25
Sig. 489 ,055 064 ,390
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogeneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 4,992,

b. Los tamaiios de grupo no son iguales. Se utiliza la media
armonica de los tamafos de grupo. Los niveles de error de
tipo | no estan garantizados.

Tabla anexo B-4. Pruebas de ANOVA de Welch y comparaciones multiples para el rasgo peso del

fruto (FW) medido en g.

Pruebas robustas de igualdad de medias
FW (@)
Estadistico® gl gl2 Sig.
Welch 37196 i 17123 .o0a

a. F distribuida de forma asintdtica
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Comparaciones multiples

Variable dependiente: FW (g)
Games-Howell
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Limite

() Grupo  (J) Grupo medias (I-J) Desv. Error Sig Limite inferior superior

A 8 137,048 167,117 976 -502,72 776,81
E -125917 140,778 965 -634,98 383,14
F1 MxV -363,333 160,979 375 -1007,86 281,19
MAKR40 -242,000 83,102 145 -544,78 60,78
Makuwa 929,667 84,979 ,000 620,95 1238,38
VED 34,762 113431 1,000 -374,82 44434

B8 A -137,048 167,117 976 -776,81 502,72
E -262,964 199,281 831 -960,00 434,07
F1 MV -500,381 214,030 307 -1261,66 260,90
MAKR40 -379,048 163,709 345 -1017,31 259,21
Makuwa 792,619 164,669 016 15412 143112
VED -102,286 181,000 897 -759,41 554,83

E A 125917 140,778 965 -383,14 634,98
8 262,964 199,281 831 -434,07 960,00
F1 MV -237.417 194,163 871 -930,14 45531
MAKR40 -116,083 136,715 972 -618,61 386,44
Makuwa 1055,583" 137,864 000 551,42 1559,74
VED 160,679 157,008 939 -385,25 706,60

F1 Mxv A 363,333 160,979 375 -281,19 1007,86
B 500,381 214,030 307 -260,90 1261,66
E 237417 194,163 871 -45531 930,14
MAKR40 121,333 157,438 980 -52412 766,79
Makuwa 1293,000° 158,437 001 648,05 193795
VED 398,095 175,349 351 -257,80 1054,00

MAKR4D A 242,000 83,102 145 -60,78 544,78
B 379,048 163,709 345 -259.21 1017,31
E 116,083 136,715 972 -386,44 618,61
F1 Mxv -121.333 157,438 ,980 -766,79 52412
Makuwa 171,667 78,063 ,000 888,66 145467
VED 276,762 108,347 241 -121,45 674,98

Makuwa A -929,667 84,979 ,000 -1238,38 -620,95
8 -792,619" 164,669 016 -143112 -15412
E -1055,583 137,864 ,000 -1559,74 -551,42
F1 MV -1 293‘000' 158,437 001 -1937,95 -648,05
MAKR40 171,667 78,063 000 -1454 67 -888,66
VED -894,905" 109,793 000 -1296,02 -49379

VED A -34,762 113,431 1,000 -44434 374,82
8 102,286 181,000 997 -554,83 759,41
E -160,679 157,008 939 -706,60 385,25
F1 MxV -398,095 175,349 351 -1054,00 257,80
MAKR40 -276,762 108,347 241 -674,98 121,45
Makuwa 894,905 109,793 000 49379 1296,02

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Tabla anexo B-5. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para los rasgos contenido de sélidos

solubles (SSC) medidos en 2Brix, firmeza de la pulpa (FF) medida en kg/cm?, cambio temprano de

color (EC), aparicion temprana de aroma (EARO) y cosecha, medidas en DAPs.
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Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula

Frueha

Sig.

Decisian

La distribucidn de SSC ("Brix) es
la misma entre categorias de
Grupao.

La distribucion de FF (ka/lcm*2)
2s la misma entre categorias de
Grupo.

La distribucion de EC (DAPS) es
|a misma entre categorias de
Grupo.

La distribuciaon de EARO (DAPS)
25 la misma entre categorias de
Grupao.

La distribucién de Cosecha
(DAFs) es la misma entre
categorias de Grupo.

Prueba de Kruskal-Wallis para
muestras independientes

Prueba de Kruskal-Wallis para
muestras independientes

Prueba de Kruskal-Wallis para
muestras independientes

Prueba de Kruskal-Wallis para
muestras independientes

Prueba de Kruskal-Wallis para
muestras independientes

014

,a00

,a00

001

008

Rechace la hipdtesis nula.

Rechace Ia hipdtesis nula.

Rechace la hipdtesis nula.

Rechace la hipdtesis nula.

Rechace la hipdtesis nula.

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de 050

Tabla anexo B-6. Comparaciones multiples por parejas para los rasgos contenido de sélidos solubles

(SSC) medidos en 9Brix, firmeza de la pulpa (FF) medida en kg/cm?, cambio temprano de color (EC),

aparicidon temprana de aroma (EARO) y cosecha, medidas en DAPs.

Comparaciones por parejas  SSC (2Brix) Comparaciones por parejas  FF (kg/cm?)
Dasy Desv.
Estadistico de Estadistico de Estadistico de
Sample 1-Sample 2 Desv. Emor prugba Sig Sig, ajustada® Sample 1-Sample 2 prugha Desv. Error prueba Sig Sig. ajustada®
VED-MAKR40 7135 504 14 1,000 Makuwa-VED -2,512 7467 - 336 37 1,000
VED-B 6,855 1,386 66 1,000 Makuwa-B 8,583 7467 1150 250 1,000
VED-F1 MV 7.508 1585 12 1,000 Makuwa-F1 My 17,167 7748 2215 027 561
VED-A 7.135 14976 048 1,000 Makuwa-MAKR40 23,000 7749 2968 003 063
VED-E 6,637 2560 010 220 Makuwa-A 23,667 7749 3054 002 047
VED-Makuwa 7138 3412 001 014 Makuwa-E 32,021 7248 4418 ,000 000
MAKR40-B 7.135 828 408 1,000 VED-B 6,071 7174 846 ,397 1,000
MAKRA0-F1 Mxv 7.765 1,073 2B3 1,000 WED-F1 MxV 14,655 7467 1963 050 1,000
MAKRA0-A 7.404 1418 5B 1,000 VED-MAKR40 20,488 7467 2744 006 27
MAKRA0-E 6,926 1,934 053 1,000 VED-A 21,155 7467 2833 005 087
MAKRA0-Makuwa 7,404 -2,803 005 A06 VED-E 28,509 6946 4248 000 000
B-F1 Mev 7.508 _313 46 1,000 B-F1 Mxv/ -8,583 7467 -1,150 250 1,000
B-A 7135 544 520 1,000 B-MAKR40 14,417 7467 -1,931 054 1,000
B-E 6,637 1,129 259 1,000 B-A 15,083 7467 2,020 043 911
B-Makuwa 7135 -2,081 037 787 B-E -23,437 6846 3374 001 0186
FA MeVA 7.765 278 780 1,000 F1 Mxv-MAKR40 -5,833 7748 -753 452 1,000
F1 MAV-E 7311 692 488 1,000 F1Mxv-A 6,500 7748 838 402 1,000
F1 Mov-Makuwa 7.765 -1,599 110 1,000 F1 Mxv-E 14,854 7248 2048 040 849
AE 6.926 T 676 1.000 MAKR40-A 667 7748 086 831 1,000
A-Makuwa 7 404 1,384 166 1.000 MAKR40-E 9,021 7,248 1,245 213 1,000
E-Makuwa 7,354 6,926 1,062 288 1,000 #E -8,354 7,248 -1153 248 1,000

Cadafila prugba la hipdtesis nula que las distribuciones de |a Mugstra 1 y la Mugstra 2 son iguales
Sevisualizan las significaciones asintdlicas (pruebas bilaterales). EN nivel de significacion s de

05

a. Los valores da significacidn s han ajustado mediante la comaccién Bonfamoni para varias

pruebas.

eeabb/

Cada fila prueba la hipdtesis nula que las distribuciones de la Muestra 1y la Muestra 2 son iguales.
Se visualizan |as significaciones asintdticas (pruebas hilaterales). El nivel de significacion es de ,

05.

a. Los valores de significacidn se han ajustado mediante la correccidn Bonferroni para varias

pruebas.
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Comparaciones por parejas  EC (DAPs) Comparaciones por parejas EARO (DAPs)
Estadistico de Estaaiesilin de Estadistico de Eslaaies?lwu.u de
Sample 1-Sample 2 prueha Desy. Error pruzha sig. Sig. ajustada® Sample 1-Sample 2 prugha Desv. Errar prugha sig. Sig. ajustada®
Makuwa-8 4,690 5,322 742 458 1,000 ERUED 213 6164 - 346 730 1,000
Makuwa-VED 8,762 5,322 -1,286 166 1,000 UL 8414 6,488 1,207 195 1,000
Makuwa-A 22,167 8,036 2,758 006 122 EHPY i -15414 6,488 -2,376 018 368
Makuwa-E 22,262 5,322 3521 000 009 R 16,014 6,488 2468 014 285
Makuwa-F1 M 24,333 5,881 3,536 000 009 EHE 14 6,488 -3,285 001 024
Makuwa-MAKR40 25,333 7,336 3454 001 012 B-MAKR40 21,714 6,488 -3,347 001 017
BVED 4071 6074 ~570 =0 1,000 VED-Makuwa 6,283 6,709 237 343 1,000
BA 17476 7842 2229 0% 4 VED-F1 MV 13,283 6,709 1,880 048 1,000
e 7571 6074 2093 o0 080 VED-A 13,883 6,709 2,069 038 808
B-F1 MY 19,643 6,654 2,052 003 066 RELE 18,883 6,709 2830 005 098
B-MAKRAD 20643 7423 2598 004 70 VED-MAKRA40 19,583 6,709 2419 004 o074
VED-A 13,405 7842 1708 087 1000 Makuwa-F1 W/ 7,000 7,007 a9g 318 1,000
VED-E 13,500 6,074 2222 02 551 IERE 7,600 7.007 1085 278 1,000
VED-F1 MV 16,571 6,654 2340 010 405 Makuwa-E 12,700 7,007 1812 070 1,000
VED-MAKRA4D 16,571 7423 2307 020 e Makuwa-MAKRAD 13,300 7,007 1,898 058 1,000
AE .,085 7,842 012 990 1,000 171 CEAYAY 600 7,007 086 832 1,000
AF1 MY 2,167 8,299 - 261 794 1,000 70 (I3 5,700 7.007 813 A18 1,000
AMAKRAD 3167 8,680 365 s 1000 F1 MXV-MAKR 4D -6,300 7,007 - 899 369 1,000
EF1 WY 2,071 6,654 - 311 756 1,000 b -5.100 7.007 ~728 487 1,000
E-MAKR4D 3071 7123 ey o 1000 A-MAKRAD -5,700 7,007 - 813 416 1,000
F1 MA-MAKRA0 -1,000 7,623 -131 896 1,000 E-MAKRA0 -600 7,007 -086 832 1,000

Cada fila prugha la hipdtesis nula que las distribuciones de la Muestra 1y la Muestra 2 son iguales
Sevisualizan las significaciones asintdticas (pruebas bilaterales). El nivel de significacion es de |
0.

a. Los valores de significacidn se han ajustado mediante 1a correccién Bonferroni para varias
pruebhas

Cada fila prugha la hipdtesis nula que 1as distribuciones de 1a Muestra 1 v la Muestra 2 son iguales.
Sevisualizan las significaciones asintaticas (pruebas bilaterales). El nivel de significacion es de |
05
a. Los valores de significacion se han ajustado mediante |a correccion Bonferroni para varias
prugbas.

Comparaciones por parejas  Cosecha (DAPs)

Desv
Estadistico de Estadistico de
Sample 1-Sample 2 prueba Desv. Error prueha sig. Sig. ajustada®
B-VED -9.786 7148 -1.369 7 1,000
B-A 13,952 7.440 1875 061 1,000
B-Makuwa -20,286 7,440 -2,727 006 134
B-E -21,223 6,921 -3,066 002 046
B-F1 Mxv -22,119 7,440 -2,973 003 062
B-MAKR40 -24,852 7,440 -3,354 .01 017
VED-A 4,167 7,440 860 875 1,000
VED-Makuwa 10,500 7,440 1,411 158 1,000
VED-E 11,438 5,321 1,653 098 1,000
VED-F1 Mz 12,333 7,440 1,658 0a7 1,000
VED-MAKRAD 15,167 7,440 2,038 042 ar2
A-Makuwa 6,333 7.7 820 412 1,000
AE 7,271 7,222 1,007 314 1,000
A1 MY 8167 7.7 1,058 280 1,000
A-MAKRAD 11,000 7.7 1425 154 1,000
Makuwa-E 538 7,222 1130 897 1,000
Makuwa-F1 M\ 1,833 7721 237 812 1,000
Makuwa-MAKR40 4,667 772 604 646 1,000
E-F1 Mxv -,B96 7,222 -124 801 1,000
E-MAKR40 -3,729 7,222 - 516 (606 1,000
F1 Mx\V-MAKR40 -2,833 T - 367 714 1,000

Cada fila prueha la hipdtesis nula que las distribuciones de la Muestra 1y la Muestra 2 son iguales.
Se visualizan las significaciones asintdticas (prusbas bilaterales). El nivel de significacidn es de |
05

a Los valores de significacion se han ajustado mediante |a correccidn Bonferroni para varias
pruebas.
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Figura anexo B-1. Representaciones graficas de la prueba de Games-Howell para los rasgos contenido
de sélidos solubles (SSC) medidos en 2Brix, firmeza de la pulpa (FF) medida en kg/cm?, cambio
temprano de color (EC), aparicidn temprana de aroma (EARO) y cosecha, medidas en DAPs. El valor de
cada nodo corresponde al rango promedio de cada grupo, y cada linea corresponde a la diferencia

significativa entre dos grupos.

Anexo C — Genes, ortélogos y funcion.

Tabla anexo C-1. Genes del meldn, ortélogos en otros organismos y funcion.

Nombre del | Posicion L e A. C. . Fragaria x . Funcién
L Posicion final - C. sativus L. S. lycopersicum
gen inicial th lanatus ananassa del gen
FAN04G12
03
FANO8GO6
95
AT5G070 | CICGO8 FAN10G34
30 G01175 39 Aspartic
MELO3C012 205641 208930 AT1G097 0 CsaV3_5G036810 FANO1G19 | Solyc04g076190.1So | proteinase
477.1 50 CICGOS CsaV3_2G030370 46 lyc12g087940.2 nepenthes
AT3G544 | G02686 FANO3G11 in-1
00 0 93
FANO6G04
98
FAN13G06
48
FANO3G18
17
CICGO5 FAN10G27
G02685 87 NADPH:qu
MELO3C012 216378 217884 AT3G278 0 CsaV3_5G024520Cs | FANO6G13 Solyc01g096420.3 inone
476.1 90 ClcGo1 aVv3_5G036800 82 Solyc01g096430.4 | oxidoredu
G00755 FANO6G39 ctase-like
0 45
FAN10G39
49
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MELO3C012
475.1

225819

231236

AT1G777
40
AT3G569
60
AT1G014
60
AT1G219
80
AT2G412
10
AT3G079
60
AT3G099
20
AT1G608
90
AT4GO011
90
AT2G264
20
AT1G109
00

ClcG10
G01986
0
ClcGos
G00100
0
CIcGo4
G00449
0
ClcGo3
G00933
0
CICG09
G01447
0
ClcG11
G01556
0
CICG09
G01446
0
CICGOo5
G02684
0
CICGo9
G01445
0
ClcGo1
G00754
0

CsaV3_3G036240
CsaV3_6G037410
CsaV3_5G023290
CsaV3_5G036790
CsaV3_5G024510
CsaV3_3G008320
CsaV3_4G029670
CsaV3_4G028490

FAN10G24
31
FANO5G52
58
FAN13G30
42
FANO6G03
88
FANO1G08
13
FAN20GO1
47
FAN02G27
26
FANO5G37
02
FANO1G17
29
FAN09G18
19
FAN06G12
32
FAN02G38
86
FAN27G12
63
FAN24G29
52
FAN10G33
33
FANO5G19
85
FANO8GO5
98
FANO3G27
11
FANO6G18
33
FAN10GO3
75
FANO3G16
25
FAN09G32
40
FAN15G32
41
FAN14G22
59
FAN0O4G04
93

Solyc10g078460.2
Solyc10g080750.3
Solyc09g008480.4
Solyc11g013180.2
Solyc12g013470.3
Solyc01g104140.3
Solyc09g055120.1
Solyc09g055140.1
Solyc01g096410.4
Solyc09g055130.1
Solyc11g042450.1
Solyc04g015470.3
Solyc04g017620.4
Solyc04g024980.3
Solyc12g019880.1
Solyc10g086320.2
Solyc04g024970.1

phosphati
dylinositol
4-
phosphate
5-kinase 6-
like

eeabb/
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FAN10G2431
FANO5G5258
FAN13G3042
C(ES;SS FANO6GO388
FANO1G0813 Solyc10g078460.2
Cc:gfggf CsaV3—zGO3624 FAN20G0147 Solyc10g080750.3
FAN02G2726 Solyc09g008480.4
AT1G77740 Colgff:g CsaV3—%GO3741 FANO5G3702 Solyc11g013180.2
AT3G56960 FANO1G1729 Solyc12g013470.3
AT1G01460 COISS??:OG CS3V3—ZGOZ329 FAN09G1819 Solyc01g104140.3
AT1G21980 CIc609G | Csava_ 5603679 FAN06G1232 Solyc09g055120.1 Phosphatidyli
AT2G41210 FAN02G3886 Solyc09g055140.1 nositol-4-
MELO3C | 2289 | 2299 014470 0
0003331 | 76 | 63 AT3G07960 cco116 | coav 5602451 FAN27G1263 Solyc01g096410.4 phosphate 5-
: AT3G09920 015560 —0 FAN24G2952 Solyc09g055130.1 kinase,
AT1G60890 FAN10G3333 Solyc11g042450.1 putative
AT4G01190 Cg:ff:f CsaVS_?éGOOSE!Z FANO5G1985 Solyc04g015470.3
AT2G26420 FANOSGO0598 Solyc04g017620.4
AT1G10900 %gggjﬁ C53V3—‘é602967 FAN03G2711 Solyc04g024980.3
FANO6G1833 Solyc12g019880.1
clc CsaV3_4G0284
01225955 53 3—OG° 849 FAN10G0375 Solyc10g086320.2
FAN03G1625 Solyc04g024970.1
CICGO1G
007540 FAN09G3240
FAN15G3241
FAN14G2259
FAN04G0493
MELO3C | 2445 | 2542 CICGO5G | CsaV3_5G03677 | FANO1GOS46FAN10 Amidohydrola
0124741 | 21 | 02 AT3G55850 026810 0 G0529 Solyc08g014470.4 se family
FAN10G3804
MELO3C | 2550 | 2645 CICGO5G | CsaV3_5G03676 FANOSGO154 beta-
012472.1 | 14 | 15 AT3G53440 026800 0 FAN10G2928 Solyc08g014480.4 galactosidase
FAN03G1408
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FAN03G1890
FAN18G2869
FAN10G0353
CsaV3_5G00481 FAN10G3119
0 FANO3GO054
CsaV3_5G00480 FANOSG3377
AT1G22540 CICGO5G 0 FAN06G3922
AT1G72125 026790 | Csav3_5G04050 FAN03G0523
AT1G72140 CICGO1G 0 FANOG6G0267 )
MELO3C | 2675 | 2716 AT1G22550 004550 | Csav3_5G04051 FANO3G3060 :Z:zzggzggggég'z p;‘;;e'F'LNMRIE/
0124711 | 54 | o7 AT1G72120 CICGO8G 0 FAN04G1086 Solye108084940.3 >
AT1G22570 000240 | CsaV3_5G04049 FANO8G0204
AT1G72130 CICGO8G 0 FAN13G1283
AT3G54450 000250 | CsaV3_5G00477 FANO6G3787
0 FANO8GO501
CsaV3_5G03675 FAN04G0819
0 FANO3G1711
FAN18G0657
FAN18G3908
FANOSG1438
FAN09GO553
FAN22G1826
FANO1G2409
FAN02G2527
FANO8G1677
FAN15G3717
CICGO6G | CsaV3_5G02448 FANO6G1891
FAN17G2710
0|16654° v 0 o FAN11G1359
AT2G41310 %gﬁzs Csa 3—26036 FAN07G2024
23233128 CICGO8G | CsaV3_5G03194 Eﬁm%ggigi Solyc10g079600.2
005790 0 Solyc10g079700.2
AT1G19050 FAN12G2925 two-
CICG10G | CsaV3_3G04033 Solyc02g071220.3
AT3G56380 FAN13G1671 component
MELO3C | 2755 | 2774 1010470 016090 0 FAN2100429 Solyc03g044662.1 reaponse
0124701 | 21 | 86 CICGO5G | CsaV3_6G03434 Solyc03g113720.3
AT5G62920 FAN24G2848 regulator
AT2G40670 024950 0 FAN27G0051 Solyc06g048930.4 ORR9-like
AT3057040 CICGO7G | CsaV3_4G02977 FAN16G06A7 Solyc06g048600.3
005170 0 Solyc05g006420.3
AT1G59940 o016 | coava 5601103 FAN25G2357
AT1G74890 - FAN03G2593
007500 0 FAN18G3937
CICGO5G | CsaV3_1G00186 FANGACOTA0
026780 0 FAN03G1363
FAN24G0917
FAN20G3060
FAN16G1314
FANO6G4545
FAN06G3420
FAN10G0029
MELO3C | 2789 | 2792 Unknown
034022.1 50 97 protein
FANO1G0481
MELO3C | 2793 | 2812 CICGO3G | CsaV3_5G03672 FAN06G2403 annexin D4-
012469.1 | 28 | 96 AT2G38750 012720 0 FAN10G3361 Solyc01g097550.4 like
FAN03G1387
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FAN06G2403
MELO3C | 2835 | 2869 CICGO3G | CsaV3_5G03673 FAN10G3361 i
012468.1 44 95 AT2G38750 012720 0 FANO1G0481 Solyc01g097550.4 Annexin
FAN03G1387
MELO3C | 2869 | 2879 Csav3_5G03672 Anmexin
0340251 | 58 | 02 0
FAN03G2070 )
xg:gjcl 2?20 2220 AT3G54460 Colggfff CsaV3_ZGO3671 FANO1G2386 Solyc11g005250.3 F'i':gf"o':r:’;el'"
. FANO6GA4324
Cytochrome C
MELO3C | 2986 | 3015 CICGO5G | CsaV3_5G03670 oxidase
o12aee1 | eo | 33 AT1G10865 026760 . FAN27G3309 Solyc03g117900.3 acsembly
factor
FAN14G2392
FAN21G3428
FANO6G2563
FAN10G2514
FANO1G1645
FAN18G1660
ey
001470 | Csav3_5G00189
— FAN14G3350
CIcGo46 0 FAN13G2252
004240 | CsaV3_5G03669
— FAN13G0361
cIe6o26 0 FANO03G3522
019370 | Csav3_5G03793
CICo106 ) FANO1G0019
AT5G06470 018910 | CsaV3_5G01036 FAN18G3375 Solyc06g082180.3
AT3G28850 FANO1G1286
CICGO1G 0 Solyc02g087850.1
AT3G57070 FAN14G3237
ATeQ01420 001750 | CsaV3_6G00442 FANGOG 1330 Solyc04g039900.1
CICGO0G 0 Solyc11g005270.1
AT5G13810 FANO6G0790
ATee39865 001100 | CsaV3_3G04041 FANGRO1456 Solyc08g083270.3
MELO3C | 3034 | 3051 ATe003870 CICG10G 0 FANORGA35 Solyc02g067400.3 Glutaredoxin
0124651 | 78 | 19 016050 | CsaV3_3G04157 Solyc03g078380.1 family protein
AT1G64500 FAN11G2437
CICG10G 0 Solyc08g082590.3
AT2G41330 FANO5G2655
014950 | Csav3_3G03814 Solyc09g009860.1
AT4G10630 FAN03G3242
CICGO5G 0 Solyc06g082170.2
AT3G11773 FANOSG1480
026750 | Csav3_5G00161 Solyc10g079560.1
AT1G32760 FANO8G0549
CICGO8G 0 Solyc11g006430.1
AT5G58530 FAN09G0630
008430 | Csav3_3G03734 FANOZG1I16
CIc610G 0 FAN14G1432
018170 | Csav3_4G02781
~ FAN0O9G 1809
CIe6076 0 FANO6GA4534
004450 | CsaV3_6G01599
009G o FAN25G3024
018350 FAN14G3071
FAN02G0355
FAN04G3141
FANO5GA4056
FAN10G1075
FAN16G1921
FANO5G1502
FAN04G 1844
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CICGO3G | CsaV3_5G02483 FAN06G2877
006260 0 FAN11G2531 ADP-
AT3G07940 CICG01G | CsaV3_5G03668 FAN10G1675 ribosylation
MELO3C | 3073 | 3130 ATAGO5330 007750 0 FANO1G1841 Solyc08g043140.4 factor GTPase-
0124641 | 39 | 44 AT4e21100 CICGO5G | CsaV3_1G03733 FANO3G1166 Solyc02g024020.3 activating
026740 0 FAN16G1545 protein
CICGO1G | CsaV3_6G05235 FAN21G3916 AGD12-like
025140 0 FAN25G0509
FANO1G0791
FAN25G3445
FAN18G4579
FAN10G2362
FAN14G3712
FAN05G2380
FAN25G2707
CICGO5G | CsaV3_5G03666 FAN10G0560
008930 0 FAN03G1304
CICGO5G | CsaV3_3G01989 FAN02G0877 Solyc10g080570.2
AT5G53360 026730 0 FAN22G2369 Solyc06g051980.4
AT4G27880 CICGO6G | CsaV3_4G02357 FAN02G0067 Solyc02g069880.4
MELO3C | 3145 | 3176 AT3G58040 001270 0 FAN12G0258 Solyc03g083270.4 E3 ubiquitin-
012463.1 | 79 | 42 AT2G41980 CICG02G | Csav3_5G02481 FAN08G1092 Solyc10g009420.3 protein ligase
AT3G61790 023800 0 FANO3G0696 Solyc05g050580.3
AT3G13672 CICGO4G | CsaV3_3G01990 FAN16G1472 Solyc01g096020.4
000960 0 FAN18GO0170 Solyc01g006190.3
CICGO1G | CsaV3_6G00720 FANO6G4373
007730 0 FAN04G2917
FAN10G1937
FAN09G4557
FAN21G1472
FANO6G1298
FANO6G4473
FAN13G1589
FAN11G1387
MELO3C | 3226 | 3258 CICGO5G | CsaV3_5G03665 FAN03G1179 F-box protein
AT3G54480 ~ FANO6G1602 Solyc11g005590.1
012462.1 | 62 | 30 026720 0 FAN10G0393 SKIP5
CICGO5G | CsaV3_5G03664 FANO1G0485
MELO3C | 3263 | 3381 AT5G64170 026710 0 FAN03G1361 Zg:zzggiggzgzg:g protein LNK2
0124611 | 80 | 31 AT3G54500 CICG10G | CsaV3_4G00939 FAN10G4033 Solyc014105120.4
009220 0 FANO6G1884
MELO3C | 3380 | 3381 Unknown
012460.1 32 87 protein
MELO3C | 3392 | 3423 CICGO5G | CsaV3_5G03663 FAN21G0377
012459 1 81 2 AT1G07615 026700 —0 FAN27G2561 Solyc04g058140.3 GTPase obg
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Anexo D - Fotografias de los melones durante el fenotipado

e

b e

;

Figura anexo D-1. Imagenes de los melones en planta, perfiles y de la pulpa. De arriba abajo:

1QMAK10_4, Makuwa_2, Makuwa_9 y MAKR40_33.
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Figura anexo D-2. Imagenes de los melones en planta, perfiles y de la pulpa. De arriba abajo: F1

MxV_19, MAKR40_33, MAKR40_36 y MAKR40_38.
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Figura anexo D-3. Imagenes de los melones en planta, perfiles y de la pulpa. De arriba abajo:

R4, R16, R6 y R25.
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Figura anexo D-4. Imagenes de los melones en planta, perfiles y de la pulpa. De arriba abajo: R25, R35

y Ved 36.
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