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Resumen

El meldn es un cultivo de gran importancia econdmica a nivel mundial, y especialmente en
Espana que es el octavo productory el principal exportador mundial. Por tanto, una mejora
genética eficiente, basada en el conocimiento de los genes subyacentes de los caracteres
de mayor importancia agronémica como son el tamafo y la morfologia del fruto, se hace
esencial para la obtencién de nuevos cultivares y adaptarse a los mercados.

En una coleccion de lineas de introgresion (ILs) cuyo parental donante es la entrada
silvestre Ames 24297 (Trigonus, que produce frutos de 50 g) en un fondo genético Piel de
Sapo (PS), se identifico laIL TRI05-2 que inducia un incremento de tamano de fruto del 42%
respecto del control PS. La introgresion de TRI05-2 se encuentra entre las posiciones 683
Kpb a 2,4 Mpb delcromosoma 5. Como objetivo de este trabajo, se ha confirmado el efecto
del QTL de TRIO5-2 en dos localidades (Meliana y La Mayora) y se ha realizado un estudio
comparativo del desarrollo del fruto entre esta ILy PS. Los resultados muestran que TRIO5-
2 presenta su maximo en la tasa de crecimiento (tanto en longitud como en diametro de
fruto) unos dias antes que PS (dia 8 después de la polinizacién frente a dia 10), por lo que
el efecto del QTL es en parte el adelanto temporal del pico de crecimiento.

Por otra parte, también se ha realizado el mapeo fino de la region con el objetivo de poder
identificar genes candidatos que controlan el caracter. A partir de 8 lineas recombinantes,
generadas previamente a partir del cruce de TRI0O5-2 y PS, seleccionadas por ser
segregantes para alelos Trigonus y PS en la regidon candidata del QTL, se ha conseguido
acotar la region responsable del incremento de tamafio del fruto a unas 330 Kb, entre las
posiciones 1.501.986 y 1.831.800 pb del genoma de referencia (DHL92 v.4). Para ello se
han caracterizado morfolégicamente cerca de 250 plantas F;y, ademas, se ha mejorado el
genotipado con el disefio de 4 nuevos marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
en laregién candidata.

Se ha analizado la frecuencia de recombinacion en esta regidn, y se ha generado semilla F,
para continuar el mapeo fino en la préxima campanfa, de las que se han seleccionado dos
plantas recombinantes en la regidbn mediante genotipado para generar nuevos
recombinantes que seran evaluados para caracteristicas de tamafo/peso y morfologia de
fruto.

Palabras clave: Cucumis melo; tamano del fruto; QTL; genotipado; introgresion;
recombinantes; mapeo fino; genes candidatos; desarrollo del fruto



Abstract

Melon is a crop of significant economic importance worldwide, particularly in Spain, which
ranks as the eighth-largest producer and the leading global exporter. Therefore, efficient
genetic improvement based on understanding the genes underlying agronomically
important traits, such as fruit size and morphology, is essential for developing new cultivars
and adapting to market demands. In a collection of introgression lines (ILs) with the wild
accession Ames 24297 (Trigonus, producing 50 g fruits) as the donor parentin a Piel de Sapo
(PS) genetic background, the IL TRI0O5-2 was identified, inducing a 42% increase in fruit size
compared to the PS control. The TRIO5-2 introgression spans from positions 683 Kb to 2.4
Mb on chromosome 5.

This study aimed to confirm the effect of the TRI05-2 QTL in two locations (Meliana and La
Mayora) and to conduct a comparative analysis of fruit development between this IL and
PS. The results indicate that TRI05-2 reaches its maximum fruit growth rate (in both length
and diameter) earlier than PS (day 8 versus day 10 post-pollination), suggesting that the QTL
effect partly involves an earlier growth peak.

Additionally, fine mapping of the region was conducted to identify candidate genes
controlling the trait. Using eight recombinant lines previously generated from the cross
between TRI05-2 and PS, segregating for Trigonus and PS alleles within the QTL candidate
region, the region responsible for increased fruit size was narrowed down to approximately
330 Kb, between positions 1,501,986 and 1,831,800 bp of the reference genome (DHL92
v.4). Morphological characterization of nearly 250 F; plants and improved genotyping with
the design of four new SNP markers within the candidate region facilitated this refinement.

Recombination frequency in this region was analyzed, and F, seeds were generated for
continued fine mapping in the next season. Two recombinant plants within the region have
been selected through genotyping to produce new recombinants for evaluation of fruit size,
weight, and morphology traits.

Keywords: Cucumis melo; fruit size; QTL; genotyping; introgression; recombinants; fine
mapping; candidate genes; fruit development
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ANEXO |. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE DE
LAAGENDA 2030

Anexo al Trabajo de Fin de Grado y Trabajo de Fin de Master: Relacidon del trabajo
con losObjetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030

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

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No
Procede

ODS 1. Finde lapobreza.

ODS 2. Hambre cero. X

ODS 3. Saludy bienestar.

ODS 4. Educacion de calidad.

ODS 5. lgualdad de género.

ODS 6. Agua limpiay saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no contaminante.

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico.

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X
ODS 10. Reduccion de las desigualdades.
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.
ODS 12. Produccién y consumo responsables. X
ODS 13. Accidn por el clima. X
ODS 14. Vida submarina.
X

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres.

ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas.

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

Descripcion de la alineacion del TFG/TFM con los ODS con un grado de relacion mas alto.




Esta tesis de master se alinea estrechamente con el ODS 2: Hambre Cero y el ODS 12:
Produccion y Consumo Responsables. Para maximizar la productividad y eficiencia de los
cultivos, existe una necesidad urgente de mejorar genéticamente el melén y de comprender
los genes responsables de los caracteres agrondmicos clave, como el tamano. Este trabajo
contribuye al desarrollo de cultivos que pueden mejorar la produccién de alimentos
aumentar la seguridad alimentaria, cumpliendo al mismo tiempo con los objetivos de la
ONU de acabar con el hambre y mejorar la nutricion, a través del desarrollo de lineas de
introgresidon que permiten una mayor optimizacién del uso de los recursos y adaptacion a
las demandas del mercado.

Este estudio enfatiza practicas sostenibles en el uso de técnicas genéticas para reducir el
desperdicio y maximizar el rendimiento disponible. El desarrollo variado de variedades que
maximizan su productividad favorece una agricultura eficiente y mas responsable,
ajustdndose a una produccidon y consumo mas sostenibles. Esto es fundamental para
minimizar el impacto ambiental, mejorar la circularidad en la agricultura y asegurar la
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1. Introduccidn

1.1. Elmeldn. Taxonomia, origen y diversificacion.

Cucumis melo L., conocido popularmente como meldn, se distingue por sus
caracteristicas biolégicas y su importancia econémica dentro de la familia Cucurbitaceae.
Existe como una especie diploide con un conteo cromosémico de 2n = 2x = 24. La familia
de las cucurbitaceas agrupa alrededor de 800 especies distribuidas en 130 géneros,
incluyendo diversas especies de relevancia agricola ademas del melén, como el pepino
(Cucumis sativus L.,), la sandia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai,), y varias
especies de calabaza (Cucurbita L. spp.). ELgénero Cucumis L., al que pertenecen tanto el
pepino como el meldn, estd compuesto por 63 especies (Ghebretinsae et al., 2007; Renner
et al., 2007; Sebastian et al., 2010).

Durante mucho tiempo, los melones se han cultivado mayoritariamente a nivel local y/o
transportandose a regiones cercanas. En climas templados, su cultivo estaba limitado a la
temporada de verano (McCREIGHT et al., 1993). Actualmente, el cultivo del meldn se lleva
a cabo en numerosos paises con climas templados, subtropicales y tropicales (Kesh &
Kaushik, 2021).

El fruto de meldn presenta una amplia gama de formas, tamafios y colores, mostrando
importantes diferencias entre sus formas silvestres y cultivadas (ver Fig. 1). Los melones
cultivados se distinguen principalmente por la pérdida de amargor, mayor tamafo del fruto
y mayor vigor (Pitrat, 2017). Ademas, se observa que los melones silvestres tipicos son
pequenos, con un tamano que varia entre 20 y 50 gramos, y tienen una forma ovalada, a
veces, redonda, con una composicidn exterior lisa. La piel suele ser de color verde claro o
amarilla, normalmente con manchas o rayas verde oscuro, mientras que la pulpa es finay
blanca, verde palido, o una combinacién de ambos, con tres cavidades placentarias (Pitrat,
2013, 2017). En cambio, las variedades de meldn cultivado muestran una notable
diversidad en cuanto al tamano del fruto, desde 5 centimetros de diametro hasta frutos que
superan los 10 kilogramos, y pueden presentar 3 o 5 loculos. También exhiben diversas
formas, incluidas las planas, esféricas, alargadas, en forma de pera, fusiformes, y
especialmente largas con ornamentacién ondulada. La piel puede ser lisa o tener arrugas
o verrugas, y puede o no tener rayas, ademas de lobulos y suturas. Ademas, el fruto puede
ser fragante o no, y la pulpa (mesocarpo) puede variar en grosor y en color, siendo naranja,
verde, crema o blanca (Paris et al., 2012). Mientras los tipos silvestres son monoicos, con
flores pistiladas y estaminadas, los tipos cultivados suelen ser andromonoicos, con flores
hermafroditas y estaminadas, aunque pueden ser también monoicos, hermafroditas
(todas las flores hermafroditas) o ginoicos (Unicamente con flores pistiladas) (Pitrat, 2017).

Se trata de una especie muy polimérfica en la que se han propuesto diversas
clasificaciones intraespecificas. Una de las primeras clasificaciones fue la de Munger y
Robinson (1991), en la que se reconocia un Unico grupo de tipos silvestres (C. melo
agrestis), y seis grupos cultivados (melo) aunque ya se habian descrito diferencias
morfolégicas entre los melones silvestres africanos y asiaticos (Naudin, 1859) que ya
sugerian varios eventos de domesticacidon. La especie se dividié en dos subespecies
basandose en la pilosidad del ovario: ssp. melo, con ovarios que desarrollan pelos largos,

1



y ssp. agrestis, con ovarios que tienen pelos cortos (Kirkbride, 1993), aunque ahora se
considera algo obsoleta esta clasificacion ya que entre los tipos domesticados se
encuentran ambos tipos de ovario. Mas recientemente, en la clasificaciéon horticola
detallada de Pitrat (Pitrat, 2017) se describen 19 grupos distintos con una serie de
subgrupos (Fig. 1). Por ejemplo, melones tradicionalmente clasificados como Inodorus
como los tipos Piel de Sapo y Amarillo se consideran actualmente sub-grupos del grupo
Ibericus, mientras que los melones tipo Honeydew constituyen un subgrupo de Inodorus y
el meldén Vedrantais pertenece al grupo Cantalupensis, dentro del subgrupo Charentais.

Grupo Cantalupensis Grupo Chate Grupo Dudaim Grupo Flexuosus

SO m."'ﬂ MM @«
1000

Grupo Inodorus

Grupo Iberlcus

. Grupo Indlcus
Grupo Ameri

Grupo Acidulus
Grupo Mumordlca Grupo Conomon Figura de Gorka Perpifid, 2020.
Tesis doctoral:
‘ I)ES-\RROII() Dl< LiNE A\ DE
g E?a lNT SRES

Grupo Agrestis Grupo Kachri  Grupo Chito Grupo Makuwa Grupo Chinensis ( -\LIDAD DE ESTA ESPECIE.

Wwisloes 10 10 eabl [Y)

Fig 1. Imagen representativa de los frutos de los 19 grupos que establece la clasificacion de Pitrat
(2017) en meldn. Fuente: Gorka Perpifia.

Grupo Tibish

Grupo Cassaba

El origen y la domesticacidon del melén (Cucumis melo) han sido ampliamente debatidos
debido a su distribucion geografica y diversidad genética. Estudios recientes sugieren que
su origen ancestral se encuentra en Asia, en el clado Asia/Australia. Su pariente mas
cercano, Cucumis picrocarpus, es una especie australiana, de la cual divergié hace
aproximadamente 3 millones de afios, mientras que ambos se separaron de otros parientes
asiaticos y australianos hace cerca de 10 millones de anos (Sebastian et al., 2010).

La especie presenta dos linajes principales derivados de eventos de domesticacién
independientes en Asia y Africa. El primero, C. melo subsp. melo, se restringe a Asiay es el
linaje que ha dado origen a la mayoria de los cultivares comerciales actuales. El segundo,
C. melo subsp. meloides, se encuentra en Africa y ha producido algunos cultivares
limitados a regiones especificas del continente (Endl etal., 2018). Si bien se han
encontrado restos arqueoldgicos de melén en Africa que datan de 3700-3500 a.C. en
Egipto, los analisis genéticos apuntan a que los melones africanos provienen de
introducciones asiaticas anteriores, lo que refuerza la idea de que el centro primario de
diversidad y domesticacién se ubica en Asia (Endl et al., 2018).

En Asia, el cultivo de meldn tiene registros arqueolégicos que datan del 3000 a.C. en China
y de 2300-1600 a.C. en el Valle del Indo (Endl et al., 2018). La India destaca como un centro
clave de diversidad genética para el meldn, con las mayores variabilidades genéticas
registradas y una posicion central en la distribucion global de la especie. Esto refuerza su
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importancia como centro primario de domesticacidn y diversificaciéon, impulsada por la
adaptacion del meldon a los diversos climas del subcontinente (Gonzalo etal., 2019).
Estudios recientes basados en la resecuenciacion de mas de 1000 genotipos indico la
existencia de tres eventos independientes de domesticacion del meldn, dos en Indiay uno
en Africa (Zhao et al., 2019).

El gran polimorfismo existente en C. melo, supone una ventaja para los programas de
mejora, pues esta especie no se cruza con otras especies del género. Cabe destacar el
estudio de Pitrat (2017), en el que se clasific6 una amplia diversidad de variedades,
basandose en evaluaciones anteriores. Los ibericus como Piel de Sapo son grandes, con
piel gruesa, carne verde claro y no son aromaticos, mientras que los conomon, son
cultivados en Asia oriental y se consumen inmaduros en encurtidos. Por otro lado, los
momordica de Indiay el sudeste asiatico tienen frutos pequenos harinosos que se abren al
madurar. Los chate tienen piel peluda, son bajos en azlcary se consumen como pepinos.
Los dudaim se utilizan por suaromay son comestibles, pero no se usan para consumo. Los
acidulus, de Indiay Sri Lanka, son pequefios, firmesy sin azlicar. También el grupo makuwa
de Asia incluye frutos de pulpa verde o blanca, pero su cultivo se encuentra actualmente
en declive. Los ameri son melones grandes, dulces y crujientes, los cuales se cultivan
desde Turquia hasta China, mientras que los cantalupensis y reticulatus son
caracteristicos por su aromay dulzura. Los flexuoso son frutos largos con pulpa harinosay
los tibish de Sudan se consumen inmaduros y sin azucar. Los chinensis, son aromaticosy
poco dulces. Finalmente los melones silvestres trigonus son pequefios, con carne delgada
y no dulces, comunes en Africa y Asia (Pitrat, 2017).

En otros estudios de diversidad se analizaron diversos caracteres de calidad del melon,
siendo estos importantes porque influyen en el aroma, sabor y valor nutricional del melén.
Los resultados mostraron una gran variabilidad genética y fenotipica entre diferentes
variedades de C. melo destacando ésteres y aldehidos (sobre todo en las variedades
Cantalupensis, Ameri y Dudaim), y una variabilidad significativa en la concentracion de -
carotenoy otros carotenoides (Esteras et al., 2018, 2020) y en genes candidatos asociados
a la acumulacién de azucares y comportamiento climaterio, donde se identificaron
variaciones alélicas ligadas a estas caracteristicas (Leida et al., 2015). Ademas, Burger
etal., (2006) destacaron la creacidon de nuevas combinaciones de caracteristicas de
calidad en el melén, como la introduccidon de acidez en melones dulces para obtener
perfiles de sabor Unicos, asi como la identificacién de accesiones con alto contenido de
sacarosa, carotenoidesy acido ascorbico como potenciales recursos para el mejoramiento
genético del meldn.

1.2. Importancia econémica

El meldn se cultiva de manera extensiva a nivel global y en una variedad de entornos, que
incluyen climas templados, subtropicales y tropicales. Segtin datos proporcionados por la
FAO, en el afno 2022 la produccién mundial de melén alcanzé aproximadamente 29
millones de toneladas, cultivandose en cerca de 1 milldn de hectareas. Asia es la region
que concentra el 77% de esta produccién, seguida por América con un 12% y Europa con
un 6,1%. En términos de paises, China se posiciona como el lider mundial en produccion,
con un 50% del total, seguido por Turquia, que produjo 1,6 millones de toneladas, e India,
con 1,5 millones de toneladas. En el caso de Espana, la producciéon fue de 524.040
toneladas, de las cuales el 65% se destiné a la exportacion, situando al pais como el



numero uno en valor de producto exportado. Ademas, Espafa se posiciona como la
segunda mayor productora de meldn en Europa, solo superada por ltalia, que alcanzé una
produccion de 590.230 toneladas. La evolucién de la produccidn mundial ha mostrado un
incremento progresivo, a pesar de que el area cultivada se mantiene en niveles similares a
los de hace 20 anos, pasando de 16 millones de toneladas en 1994 a las 29 millones de
toneladas reportadas en 2022 (Fig. 2) (FAOSTAT, 2024).

Fig 2. Datos de producciony area cosechada de melén en el mundo comprendidos entre 1994- 2022
segln la FAO.

1.3. Genéticay herramientas gendmicas en meldn.

Debido alaimportancia econdmica de este cultivo, se hace necesaria una mejora genética
dirigida y eficiente con el objetivo de desarrollar nuevas variedades con una produccion
mayor y mas estable, adaptadas a diferentes condiciones ambientales, con
tolerancias/resistencias a los diferentes estreses bidticos y abidticos limitantes en las
zonas de cultivo y, en general, con caracteristicas organolépticas, nutricionales y
agrondmicas deseables tanto por el agricultor como para el consumidor. En este contexto,
las herramientas gendémicas han supuesto un gran impulso en la mejora de muchas
especies vegetales.

Desde que se desarrollaron las tecnologias de secuenciacidon de nueva generacion (NGS)
hace dos décadas (Mardis, 2013) el proceso de obtencién de secuencias ha avanzado
significativamente al haberse abaratado mucho los costes debido al incremento de
eficiencia en el proceso por la secuenciacién de millones de lecturas en paralelo, tanto
para la secuenciacién de genomas de novo como para la re-secuenciacion de diferentes
genotipos con el objetivo de detectar polimorfismos. En la actualidad, para las
cucurbitdceas de mayor importancia econédmica o relacionadas existen genomas de
referencia disponibles en bases de datos publicas (Yu etal, 2023;



http://cucurbitgenomics.org/v2/). Para el meldn, especie diploide con un tamafo de
genoma pequeno de 380 Mb (Wei et al., 2023), existen 5 genomas disponibles en esta base
de datos (DHL92 v.4, Charmono v.1.1, Payzawat v.1, IVF77 v.1, Harukei-3 v.1.41), de entre
los que el mas empleado como referencia es el correspondiente a la linea doble haploide
(DHL92), resultado del cruce entre Songwan Charmi (ssp. agrestis) y un cultivar de tipo Piel
de Sapo (PS) cuya versidon actualizada v.4 (Castanera et al., 2020) se encuentra en la base
de datos MELONOMICS (Melonomics v4.0,2024). La primera version del genoma de melén,
a partir de esta linea, predijo un total de 27,427 genes (Garcia-Mas et al., 2012). Seis anos
mas tarde, esta version fue actualizada, identificandose 29,980 genes y mejorando los
modelos genéticos en términos de descripcién de la estructura de los mismos, definicion
de regiones UTR y uniones intron-exon (Ruggieri etal., 2018). La versién alcanzé la
actualizaciénv4.0tras incluir secuencias PacBio de Castanera et al., (2020). Por otra parte,
un trabajo publicado en 2019 ( Zhao et al., 2019) resecuencié 1175 genomas de meldén,
representando practicamente toda la diversidad existente en C. melo, y abriendo el camino
a posteriores estudios pan-genémicos (Lyu et al., 2023), y estudios mas recientes (Wei et
al., 2023) han publicado un ensamblaje de novo con la tecnologia T2T (telomere-to-
telomere).

La identificacion de las regiones gendmicas responsables de caracteres cuantitativos
(deteccidn de QTLs, Quantitative Trait Locus) requiere de la creacion de mapas genéticos o
de ligamiento a partir de poblaciones derivadas de unos parentales de interés o de estudios
de asociacion empleando germoplasma diverso. Actualmente gracias a las técnicas NGS
se dispone de amplias colecciones de marcadores de alta calidad como SSRs (Simple
Sequence Repeats)y SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) que facilitan la construccion
de mapas de alta resolucion. Gracias a estos mapas de ligamiento, se han identificado
genes implicados en caracteres de importancia agronémica, como la calidad del frutoy la
resistencia a enfermedades (Boissot et al., 2010; Diaz et al., 2011; Harel-Beja et al., 2010;
Oliver Seros et al., 2000). Diaz etal. (2011, 2015) construyeron un mapa consenso en
meldn a partir de mapas previos para facilitar las comparaciones entre ellos, que presentd
1150 cM en total e incorporaba 1592 marcadores altamente transferibles. La deteccién de
ligamiento entre marcadores y caracteristicas de interés impulsa la mejora de los cultivos
al poder emplear seleccién asistida por marcadores (MAS) y ademas también permite
estudios de sintenia con otras especies.

Por otra parte, la posibilidad actual de emplear plataformas de genotipado de alto
rendimiento con marcadores tipo SNP ha revolucionado los estudios de asociacion como
el GWAS (Genome-Wide Association Study), que permite detectar QTLs sin necesidad de
obtener poblaciones de mapeo y construir mapas (Phan & Sim, 2017), pero requieren de
miles de marcadores en colecciones grandes de individuos. En melén, Galpaz et al. (2018)
ya publicaron la deteccidn de QTLs a partir de datos de expresion obtenidos mediante RNA-
seq, y Oren et al. (2022) estudiaron caracteres de precocidad y maduracion del fruto en una
coleccién de RILs (Recombinant Inbred Lines) basandose en el ensamblaje de los genomas
de los parentales. Los estudios GWAS ya son frecuentes en esta especie. Como ejemplo,
Zhao et al. (2019) detectaron mas de 200 QTLs relacionados con 16 caracteres de interés
agronémico como peso y morfologia del fruto, y mas recientemente, Yan et al. (2023)
detectaron 10 QTLs involucrados en el contenido en sélidos solubles en la pulpa.

El desarrollo de lineas de introgresion (ILs) es otra via de deteccidon de QTLs. Estas lineas
contienen, cada una de ellas, una introgresién especifica, identificada mediante



marcadores moleculares, la cual proviene de un genotipo donante (normalmente es un
germoplasma silvestre o exotico) en un fondo genético de un cultivar de élite (receptor). En
conjunto, las introgresiones en una coleccion de ILs idealmente representan la totalidad
del genoma del genotipo donante (Zamir, 2001). Las herramientas gendmicas
mencionadas (mapas anclados al genoma, genoma anotado, colecciones amplias de
marcadores) han facilitado no sélo el desarrollo de poblaciones como las ILs sino la
posterior identificacion de genes candidatos mediante mapeo fino. La naturaleza de esta
introgresion permite investigar el papel de componentes genéticos particulares tomados
del germoplasma silvestre en el fondo genético de variedades cultivadas, lo que posibilita
la identificacion de QTLs que otras poblaciones o estudios no han logrado reconocer (Diaz
et al., 2014). En meldn hay desarrolladas diversas colecciones de ILs empleando diferentes
fondos genéticos. Con fondo genético ibericus PS se han obtenido ILs con la entrada
chinensis ‘Songwan Charmi’ (Eduardo et al., 2005), la momordica CALC (Diaz et al., 2014),
el cultivar cantalupensis ‘Vedrantais’ (Santo Domingo etal., 2022) y el tipo dudaim
‘Queen’s pocket melon’ (Castro et al., 2019) como donantes. También se han generado ILs
utilizando el fondo genético de ‘Vedrantais’, con el cultivar japonés ‘Ginsen Makuwa’
(Perpina et al., 2016) y PS (Pereira et al., 2021) como donantes. Recientemente, mediante
el uso de multiples ciclos de retrocruzamiento y técnicas de seleccion asistida por
marcadores (SAM), Campos etal. (2023) desarrollaron 30 ILs, utilizando como fondo
genético PSy el germoplasma silvestre pakistani Ames 24294 denominada “Trigonus” (TRI).
La coleccién fue extensamente genotipada mediante la plataforma seqSNP vy
posteriormente evaluada en tres ensayos agrondmicos independientes que identificaron
73 QTLs a lo largo de los 12 cromosomas, relacionados con la morfologia externa e interna
del fruto, el color de la piel y el contenido de azucares (Campos et al., 2023). El objetivo de
esta coleccidn de ILs fue estudiar el proceso de domesticacion del meldny los caracteres
implicados en el llamado sindrome de domesticacion, explorando la variabilidad genética
presente en el meldn silvestre lo que permitié identificar una serie de QTLs que se
correlacionan con caracteristicas agronémicas importantes, como la firmeza de la pulpa
(FF), el peso (FW) y la forma (FSI) del fruto, el contenido de sélidos solubles (SSC) y la
proporcién de pulpa (FFP). Ciertas lineas revelaron la presencia de QTLs que afectan la
firmeza de la pulpa y el contenido de sélidos solubles, caracteristicas importantes para
evaluar la calidad postcosecha y la aceptacidon en mercados de exportacion (Fig. S1)
(anexos). En cuanto a la firmeza de la pulpa, se encontraron QTLs en los cromosomas 3y
12. En los cromosomas 3, 4, 6, 7, 8, 10 y 11 se identificaron introgresiones con efecto
reductor para el caracter peso del fruto en comparacién con la linea PS, con ambos
caracteres diametro y longitud del fruto también significativamente reducidos en la
mayoria de los casos. La linea TRI05-2, con introgresion en el cromosoma 5, fue la Unica
con un efecto significativo de aumento tanto del tamafio como del peso del fruto (Fig. S2)
(anexos) (Campos etal., 2023). Respecto a la forma del fruto, se identificaron QTLs
conducentes a frutos mas alargados (principalmente en los cromosomas 2y 12) y a frutos
mas redondos (cromosoma 1).

1.4. Genética del tamano del fruto

Monforte etal. (2014) y Gonzalo & Monforte (2017) revisaron todos los QTLs mas
consistentes hallados hasta el momento y concluyeron que muchos de los QTLs
detectados para el peso/tamano y forma del fruto se repiten en distintos fondos genéticos



por lo que acunaron el término meta-QTL. Para el peso se describieron 4 meta-QTLs en los
cromosomas 2, 3,8y 11.

En un estudio previo de Diaz et al. (2017) identificaron y localizaron 27 QTLs vinculados al
peso, longitudy diametro del fruto a partirde un cruce entre PSy TRI. Los QTLs identificados
se distribuyeron en diferentes cromosomas. En el cromosoma 4, se localizaron 3 QTLs
(fwqt4.1, flqt4.1 y fdqt4.1, de peso, longitud y diametro del fruto, respectivamente) con
efectos consistentes sobre el tamafo. EL QTL fwqt4.1 explicé hasta el 46% de la variacion
fenotipica total para el peso del fruto. En el cromosoma 6y 8, se encontraron otros QTLs,
que controlaron el tamafio del fruto y contenido de pulpa. En el cromosoma 5 encontraron
el QTL paqt5.1 asociado con el contenido de pulpa, en el que los alelos de TRI
incrementaron la proporcion relativa de pulpa. La mayoria de los QTLs detectados
mostraron efectos aditivos, lo que facilita su utilizacion en programas de mejora genética,
dado que el efecto de los alelos se suma de manera predecible. Ademas, se observaron
interacciones epistaticas entre algunos QTLs, como fwqt6.1 y una region en el cromosoma
9 (Diaz et al., 2017).

En el marco de los proyectos RTI2018-097665-B-C22 y PID2021-1259980B-C22, cuyo
principal objetivo es el estudio de las bases genéticas de la morfologia del fruto en relacién
a los procesos de domesticacidn y diversificacion en esta especie, el equipo de Genémica
en Mejora Vegetal al que me he incorporado utilizaron una coleccion de 30 ILs entre la
variedad comercial PS y la accesion Ames 24297 (TRI) para comprender mejor el proceso
de domesticacién del meldony aprovechar lavariabilidad genética disponible en laaccesion
silvestre (Campos et al., 2023).

Como se ha dicho, una de las lineas mas interesantes fue la IL TRI0O5-2 (Fig. 3), que posee
una introgresion en el cromosoma 5 entre las posiciones 683.991 y 2.398.882 (DHL92 v.4,
Castanera et al., 2020). Esta linea muestra un impacto notable en las dimensiones de los
frutos y su peso. A diferencia del resto de ILs que, en su mayoria, tienen un efecto de
disminucidén del tamano del fruto en comparacién con la variedad PS, TRI05-2 mostré una
capacidad excepcional para aumentar el tamano del fruto, con un incremento del 42% en
el peso del fruto respecto a PS. Este aumento de tamano es el resultado tanto de una mayor
proporcién de pulpa como de una interaccion epistatica entre variantes genéticas de TRl y
el fondo genético de PS. TRI produce frutos muy pequefios y, por tanto, da lugar a una
segregacion transgresiva (Campos et al., 2023). Esto resalta la importancia de seguir
generando colecciones de tipo IL para identificar nuevas regiones que controlan caracteres
morfolégicos del fruto (Castro etal.,, 2019; Eduardo etal., 2005; Pereira etal., 2021;
Perpifa et al., 2016; Santo Domingo et al., 2022).
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Fig 3. ILs generadas en diferentes cromosomas de PS con introgresiones del genoma de TRI. Se
sefiala con un circulo rojo la IL a estudiar en este trabajo. En la esquina inferior derecha se presenta
un fruto tipico de TRI. Figura tomada de Campos et al. (2023).

La introgresion de TRIO5-2, que abarca 1.714 kb en el cromosoma 5, no sélo se asocio al
peso y tamano del fruto (longitud, diametro, perimetro), sino también al aumento en la
proporcién de pulpa. Estos QTLs indican la posibilidad de avanzar en el rendimiento de
cultivares de meldn de mayor tamafo sin comprometer la calidad del fruto, lo cual es clave
para la aceptacién en los mercados comerciales (Campos et al., 2023). Dado el tamano de
esta introgresion, no se han podido definir genes candidatos y es necesario realizar un
mapeo mas fino. Asi, a partir de TRI05-2, se derivé una linea de familias F2 proveniente del
retrocruce con PS para tratar de acotar el QTL que afecta a tales caracteristicas, siendo el
objeto de estudio en este trabajo de fin de master.

1.5. Genes que controlan el tamano del fruto

En el caso del melén, Diaz et al., (2017) identificaron QTLs para el tamafio del fruto que
coinciden con los informados previamente por Monforte et al. (2014) en un metaanalisis
que integro la mayoria de los QTLs de tamano y forma publicados en la secuencia genémica
de meldn. Esto permitié verificar que los QTLs relacionados con tamaho del fruto descritos
por Diaz et al. (2017) colocalizan con secuencias homdlogas de genes de tomate que
regulan la formay eltamarno, como SUN (en el caso de fwqt2.1y fwqt4.1), OFP, CNRy WOX
(en el caso de fwqt8.1).

Los genes de la familia OFP (Ovate Family Proteins) regulan la elongacién del fruto en
tomate afectando la forma (Liu et al., 2002), mientras que la familia de genes CNR (Cell
Number Regulator) controla el tamario del fruto en tomate (Frary et al., 2000) y en otras
especies. Por otro lado, la familia de genes WOX (WUSCHEL-related homeobox) ha sido
descrita como responsable de regular el niumero de léculos en tomate lo que tiene relacion
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con el diametro (Mufios et al., 2011). En las regiones que contienen QTLs de tamafo en el
cromosoma 4 de meldn (pcalqt4.1 y fwqtd.1), identificaron un gen homadlogo de tomate
que regula el tamano del fruto (CmCNRZ2). De forma similar, otros genes de la familia CNR
(CmCNR4, 6, 7) estan localizados en la regidon del cromosoma 6 que alberga los QTLs
faqt6.1, fwqt6.1y pcalqt6.1, relacionados con el tamano (Diaz et al., 2017).

Con respecto al QTL fwqt8.1, se descubrieron genes homoélogos a algunos de tomate que
controlan el tamafo como Wuschel (CmWuschel3) y KLU/FW3.2 (Cmfw3.2-5), siendo este
ultimo encargado de regular la divisidon celular en los frutos de tomate. Todo esto podria
indicar que los genes homologos a los que controlan el tamafo del fruto en tomate podrian
encontrarse involucrados en el control del tamafo en melén (Diaz et al., 2017).

Recientemente, ( Zhao etal., 2024) han realizado una revisidn acerca de los genes
implicados en el desarrollo del fruto en pepino, en la que se explica la funcién putativa de
muy diversos genes en relacidon con la longitud y desarrollo de l6culos del fruto implicados
en el peso. Factores de transcripcion como CRABS CLAW (CsCRC, homdlogo del factor de
transcripcion YABBY) o de tipo MADS-BOX como SEPALLATA2 (CsSEP2), que conlleva
mayor longitud del fruto, y FRUITFULL 1 (CsFUL1), que inhibe la division celular y la
expansién mediante la represion de SUPERMAN (CsSUP) y transportadores de auxinas; han
sido estudiados en C. sativus. Ademas, genes relacionados con la organizacidon de
microtubulos y que, por tanto, afectan al plano de divisidon celular, también han sido
descritos como candidatos en esta especie (Zhao etal., 2024). Ejemplos son el ya
mencionado SUN (CsSUN) y TONNEAU1 RECRUITING MOTIF (CsTRM5), que interacciona
con genes OVATE. La disrupcién de estos genes CsSUN y CsTRM5 da lugar a frutos mas
cortos y anchos. Como ejemplo de genes de rutas enzimaticas también involucrados en
este caracter de tamano Zhao et al. (2024) mencionan los genes Short Fruit 1, 2y 4 (SF1,
SF2, SF4)y el gen de biosintesis de etileno 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase 2
(CsACS2). Tanto la sobreproduccion como la sintesis reducida de etileno conllevan
represion de la division celular y acortamiento del fruto en pepino. Otros genes reportados
como moduladores de la longitud por sus efectos pleiotrépicos son genes relacionados
con proteinas de exocitosis (CsExo70B), Little Leaf (LL), Irregular Vasculature Patterning
(CslIVP) o el transportador de azucares CsSWEET7a entre otros (Zhao et al., 2024). También
se han encontrado miRNAs potencialmente implicados en la regulaciéon del tamafio del
fruto en tomate y pepino. Homaélogos de todos estos genes podrian ser buenos candidatos
para explicar el efecto de incremento de peso/tamafno en TRI0O5-2, si se localizan en la
misma regién donde mapea el QTL.



2.0bjetivos

En este contexto, los objetivos que se proponen para este Trabajo de Fin de Master son:

1. Verificacion del QTL de la IL TRIO5-2 y estudio de sus efectos con respecto PS
mediante ensayos agrondmicos y el analisis del desarrollo del fruto.

2. Mapeo fino de la region del QTL de tamano del cromosoma 5 mediante el analisis.

3. Desarrollo de nuevos recombinantes para continuar con el clonaje posicional en
siguientes etapas del proyecto.
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3. Materiales y métodos

3.1. Material vegetal

Previamente a este trabajo se desarrollé una poblacion F2 proveniente del cruce entre
TRI05-2 (con introgresion de TRI entre las posiciones 683.991 a 2.398.882 pb) desarrollada
por Campos et al. (2023) y el parental de referencia PS con el objetivo de obtener semilla
F3 pararealizar un mapeofino de laregion del QTL implicado en el tamafio del fruto medido
como peso (FW)y en el incremento de la proporcion de pulpa (FFP).

En la primavera-verano de 2024 se realizé un ensayo en varias ubicaciones con familias Fs.
Para el mapeo se seleccionaron 8 plantas F, que presentaban recombinantes espaciadas
en la introgresion. Con la descendencia se fundaron las familias F; indicadas en la Tabla 1:
24M10, 24M11, 24M12, 24M13, 24M14 y 24M15 con regiones en heterocigosis (H) y otras
fijadas con alelos PS (ensayo Meliana), y por otro lado 24M20 y 24M21, con regiones en
heterocigosis y otras fijadas con alelos TRI (ensayo La Mayora).

Tabla 1. Genotipo de las madres F2 utilizadas para obtener la descendencia estudiada Fs.

Cada columna hace referencia a un marcador en la posiciéon en kb en el cromosoma 5, que abarca
todo el QTL desde 684kb hasta 2.282kb. El genotipo se indica como PS (homocigoto para alelos de
PS), TRI (homocigoto para alelos de TRI05-2) y H (heterocigoto con ambos alelos).

Pedigree madres F2
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Las 360 plantulas germinadas de las familias 24M10 a 24M15, se genotiparon con la
tecnologia Sequenom, tal como se indica en el apartado 3.3, y se seleccionaron aquellas
con regiones en homocigosis PS y TRI para trasplantarlas en un invernadero de Meliana
(Valencia). Se permitié su polinizacion libre mediante abejorros. El método de fertilizacion
no es relevante, ya que casi todos los componentes del fruto, excepto el contenido de las
semillas, se derivan del progenitor materno. Ademas, se incluyeron diez plantas de cada
parental (PS y TRI0O5-2) como control. Las plantas recombinantes con regiones en
heterocigosis se trasplantaron en un invernadero del COMAV (Instituto Universitario de
Conservacién y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana-UPV) para su cultivo junto con 15
plantas de cada parental TRI05-2y PS en condiciones estandar de humedad y temperatura.
Estas plantas recombinantes se emplearan en el futuro para continuar con el mapeo fino.
Los parentales de este invernadero se utilizaron para el experimento de desarrollo de fruto.

Por otro lado, de cada familia 24M20 y 24M21 se enviaron 100 semillas para germinary
trasplantar 50 en un invernadero en La Mayora (Malaga), también con polinizacidn libre
(ensayo La Mayora), que incluyé a los parentales (10 de cada uno). El genotipado de éstas
se hizo posteriormente.
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3.1.1. Desinfeccion y germinacion de semillas

Antes de la germinacidn, las semillas fueron sometidas a un protocolo de desinfeccion. Se
sumergieron en una solucién de NazPO, al 10% (100 g/l) durante 3 horas en un agitador.
Posteriormente, las semillas se lavaron suavemente con agua destilada en cinco ocasiones
para eliminar cualquier residuo de la solucién. Luego, se remojaron en lejia comercial
diluida al 30% (40 g de cloro activo/l) durante 1 hora, mientras eran agitadas en el mismo
dispositivo. Después de este tratamiento, se lavaron nuevamente aproximadamente 9
veces y se dejaron secar durante al menos 24 horas. Finalmente, una vez que estuvieron
completamente secas, las semillas fueron sometidas a un tratamiento térmico a 80°C
durante 24 horas.

Una vez desinfectadas, se realizé una pequefia abertura en la punta de cada semilla para
facilitar la germinacion. Se colocaron entre 10 y 12 semillas en placas Petri, intercaladas
entre dos papeles de filtro autoclavados y sobre un lecho de algodon para retener la
humedad. Los papeles y el algodén se humedecieron ligeramente y se mantuvieron en la
oscuridad a 37°C durante un periodo de 2 a 4 dias para permitir la germinacion. Las
semillas que germinaron se trasplantaron a bandejas que contenian una mezcla de tierray
perlita, y se irrigaron con una solucion nutritiva. Estas bandejas con las semillas
germinadas se colocaron en fitotron (camara de crecimiento) a una temperatura de 23°C
durante el diay 20°C durante la noche, exponiendo las plantas a un ciclo de luz de 16 horas
y 8 horas de oscuridad. Cuando se formaron los cotiledones, se tomaron muestras de hojas
para la extraccién de ADN.

3.2. Desarrollo de fruto

Con el objetivo de determinar el momento exacto del desarrollo en el que se hacen
evidentes las diferencias en el tamafo del fruto entre el control PSy TRI05-2, se llevé a cabo
un ensayo de desarrollo en el que se midieron los frutos de 15 plantas por genotipo a
distintos tiempos. Para ello, se llevé a cabo una polinizacién manual, y se midieron la
longitud y el diametro del ovario y del fruto a partir de la polinizacion (dia 0: pre-antesis)
cada dia, utilizando un pie de rey. Una vez que se superd la capacidad de medicién del pie
de rey, se recurrié al uso de una cinta métrica. Para medir el incremento de longitud y
diametro se recurrié al método delta, que consiste en calcular los valores de incremento
(A) que representan la diferencia de didametro y longitud entre un dia y el siguiente
expresado en porcentaje.

Los valores de incremento en porcentaje de la longitud del fruto (AFL) se calcularon
utilizando la férmula:

FLt - FLt—l

100 x
FL,

donde FL; corresponde al valor de longitud del fruto en el diat, y FL;_; es el valor de

longitud del fruto en el dia anterior. Para calcular el incremento del diametro del fruto se
utilizé la misma férmula, utilizando los datos de didmetro del fruto en lugar de longitud.
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3.3. Genotipado de la poblacién de mapeo F3

3.3.1. Extraccién de ADN y cuantificacion

Se utilizaron muestras de tejido de hojas jovenes, principalmente cotiledones, que fueron
recolectadas e introducidas en tiras de 8 tubos de 1.1 ml, junto con 2 bolas de acero
inoxidable. Estas muestras se congelaron en nitrégeno liquido antes de ser trituradas en un
QIAGEN Tissuelyser a 24 rpm durante 14 segundos, y luego se volvieron a sumergir en
nitrogeno liquido.

Para la extraccion de ADN, se aplico el protocolo de Doyle con algunas modificaciones para
su uso en placas de 96 tubos (Doyle, 1991). Antes de iniciar la extraccidn, se precalentaron
a 65°C 400 pl de tampdn de extraccion CTAB por muestra, que consistia en una solucién
de 2% de CTAB, 1.4 M de NaCl, 20 mM de EDTA (pH 8) y 100 mM de Tris (pH 8).

Tras moler las muestras, se aiadid B-mercaptoetanol al 0.2% al CTAB justo antes de su uso,
dispersandolo rapidamente en las muestras para prevenir la oxidacion del ADN. Las
muestras se incubaron a 65°C durante 40 minutos, agitandose en un vortex de 2 a 3 veces
durante la incubacion para asegurar una buena mezcla del CTAB con el ADN. Después de
la incubacion, las muestras fueron centrifugadas y se les anadié 400 pl de cloroformo:
alcohol isoamilico (24:1). Se mezclaron mediante inversidn 2-3 veces y se centrifugaron a
3300 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras la centrifugacion, las muestras
se separaron en dos fases, transfiriendo la fase acuosa superior a tubos nuevos. A cada
muestra se le afadieron 500 pl de isopropanol (almacenado a -20°C), se mezclaron por
inversion 2-3 veces y se incubaron a -20°C durante un periodo de 1 a 24 horas para
precipitar el ADN. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 3300 rpm
durante 20 minutos. El sobrenadante se retiré6 mediante inversion y se afiadieron 500 pl de
un tampoén de lavado (76% v/v de etanol, 10 mM de acetato de amonio). Se agité con vértex
hasta despegar el pellet y se centrifugd nuevamente a 3300 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante se deseché y los tubos se dejaron secar boca abajo durante 2-3 minutos,
para luego permitir que el etanol restante se evaporara con los tubos en posicion vertical
durante 10 minutos. Finalmente, el sedimento se resuspendié en 30 plde TE (10 mM, EDTA
1 mM) con 0.2 yl de RNAsa a 10 mg/ml por muestra, incubandose a 37°C durante 1 hora
bajo agitacion.

Unavez completada la extraccion de ADN, se verifico la calidad mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 0.8% usando un tampoén TAE 1x diluido de 50x (Tris 40 mM, acido
acético 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8.1) y 7ul de bromuro de etidio a una concentracién de 0.5
pg/ml. La agarosa se mezcld con el tampdn y se calentd, anadiendo el bromuro de etidio a
una temperatura no superior a 60 °C. Luego, se removid y se vertié la mezcla en la bandeja
de electroforesis. Para las muestras, se combinaron 2 ul del ADN extraido con 2.5 pl de
tampoén de carga 6xy 6 pl de agua Milli-Q, y se cargaron en los pocillos del gel. Ademas, se
afiadieron cantidades conocidas de ADN Lambda (25, 50 y 100 ng) para la posterior
cuantificacion. La electroforesis se llevd a cabo con tampén TAE a 90-100 V durante 35-40
minutos. Las bandas se visualizaron con un transiluminador de luz ultravioleta, y se calculé
la concentracion de ADN comparando la intensidad de la banda del ADN Lambda conocido
con el de las muestras extraidas. Una vez determinada la concentracién, el ADN se diluyé
en funcion del sistema de genotipado.
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3.3.2. Genotipado iPLEX® Gold MassARRAY

Elgenotipado para la seleccién de las plantas F3 del ensayo de Melianay las F3 destinadas
a generar nuevos recombinantes (ensayo COMAYV), asi como de las plantas trasplantadas
en La Mayora, se realizé con la plataforma iPLEX® Gold MassARRAY (Agena Bioscience
GmbH, Hamburg, Alemania; antiguo Sequenom) cuyo servicio se ofrece en el Laboratorio
de Epigenéticay Genotipado de la Universitat de Valencia (UCIM, Valencia). Esta tecnologia
se utiliza para la deteccion de polimorfismos SNP de manera altamente especifica y
eficiente. El sistema MassArray emplea un método basado en extension de cebador y en
espectrometria de masas posterior para detectar el nucledtido incorporado, y permite el
analisis de entre 20-30 SNPs (plex) en una sola reaccién (Gabriel etal., 2009). La
concentracion a la que se prepara el ADN es de 10 ng/pl. Se utilizaron 11 marcadores en la
region comprendida entre 683.991 y 2.398.882 para la seleccion de los recombinantes
(Tabla S1) (anexos).

3.3.3. Genotipado PACE

El segundo sistema, empleado para la caracterizacion de los nuevos recombinantes
(ensayo COMAV) y plantas F3 de interés con nuevos marcadores en la zona comprendida
entre 1.432.542y 1.626.117 pb (Tabla S2) (anexos), es la técnica de PCR denominada PACE
(PCR Allele Competitive Extension), empleando el sistema Applied Biosystem 7500 Fast
disponible en el servicio de secuenciacién del Instituto de Biologia Molecular y Celular de
Plantas (IBMCP). Esta metodologia se basa en la discriminacion alelo-especifica para el
analisis de SNPs y variaciones de insercion/delecion (von Maydell, 2023). Cada reaccidon de
PCR tuvo un volumen total de 10 pl por muestra, compuesto por 5 yl de PACE® 2.0
Genotyping Master mix, 2 ul de ADN diluido a una concentraciéon de 1 ng/ul, 0,138 pl de la
mezcla de cebadores y 2,862 ul de agua ultrapura Mili-Q. El proceso de amplificacién
constdé de tres etapas: la primera fase fue una desnaturalizacion a 94°C durante 15
minutos; la segunda, una desnaturalizacion a 94°C por 20 segundos, seguida de
hibridacién y extensién que empezd a 65°C y disminuyé gradualmente a 57°C durante 60
segundos (a un ritmo de 0,8°C por ciclo) a lo largo de 10 ciclos. Finalmente, en la ultima
fase, se realizé una desnaturalizacién a 94°C durante 20 segundos, seguida nuevamente
de hibridacién y extensiéon a 57°C durante 60 segundos, repitiéndose este ciclo 30 veces.
Los resultados se interpretaron utilizando la plataforma Thermo Fisher™ Cloud.

Se empled la informacién de polimorfismos obtenidos en la resecuenciacién de las
variedades TRI y PS (Melonomics v4.0, 2024), a partir de la cual se identificaron nuevos
SNPs especificos para el cromosoma 5. Se descartaron aquellos con otros polimorfismos
en la region flanquente para evitar problemas de disefio de cebadores. Estos SNPs fueron
seleccionados para su uso en el genotipado mediante la técnica PACE®.

Para esta técnica PACE se disefaron tres oligonucleétidos: dos cebadores directos y un
cebador reverso. Los cebadores directos consistian en una secuencia de 16 a 22
nucledtidos, que incluian la base correspondiente al SNP en la dltima posicion 3’, de
manera que cada directo poseia una variante distinta del SNP en esa posicion final (oligo
especifico de alelo). En cuanto al cebador reverso (especifico de locus), este corresponde
a la secuencia complementaria a la regién inmediatamente posterior al SNP, con una
longitud de entre 28 y 30 nucleétidos.
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3.4. Cultivoy fenotipado

El cultivo en los ensayos de Melianay La Mayora se realizd a una guia, y ados en el COMAY,
con el propdsito de obtener un fruto por guia. En el caso del COMAV las polinizaciones
fueron manuales y se guardaron semillas para la siguiente generacidon (nuevos
recombinantes), mientras que en Melianay La Mayora sélo se utilizo el fruto para evaluar el
tamano, observar las familias segregantes y acotar el QTL. Las polinizaciones controladas
se llevaron a cabo previa colocacién de bolsas en pre-antesis para asegurar un control
riguroso de la polinizacidn, y los frutos se recolectaron aproximadamente 55 dias después
de esta. En Meliana y Malaga se utilizé polinizacion libre por abejorrosy se anotaba la fecha
de cuajado cuando éste eravisible para cosechar a los 50 dias (junio-julio).

Para el fenotipado, los frutos se pesaron con una balanza para determinar el peso (FW)y se
midieron utilizando una regla, evaluando la longitud (FL), el diametro (FD) y el diametro de
la pulpa; ademas, se calculd el indice de Forma del Fruto (FSI), definido como la relacion
entre la longitud y el diametro (FL/FD); y la proporcion de pulpa (FFP), definido como la
relacién entre el diametro de pulpay el didmetro total del fruto (FP/FD) Ademas, los frutos
fueron fotografiados tras la cosecha para su caracterizacién posterior.

3.5. Analisis de datos

Los datos obtenidos, tanto en el ensayo de desarrollo como en el de mapeo y generacion
de recombinantes, fueron analizados posteriormente utilizando medias y desviaciones
estandar, mediante el software Excely el programa de anélisis estadistico JMP v.5.1.2. Para
los parentales PSy TRI05-2 cultivados en Meliana y La Mayora se analizaron los efectos de
genotipo, ambiente y las interacciones genotipo-ambiente mediante un ANOVA de dos
vias, para verificar el QTL y como condicion necesaria para combinar los datos de ambas
localidades.

Para examinar la asociacién entre los marcadores genéticos y los fenotipos, se realizé un
ANOVA con el objetivo de calcular el estadistico F y asi identificar los marcadores mas
probablemente asociados con los caracteres evaluados (FW, FL, FD, FSly FFP). Para que
una prueba se considere estadisticamente significativa, su valor de P debe ser menor a
0,005, valor calculado con la correccion de Bonferroni que consiste en dividir el nivel de
significancia alpha entre el nimero de pruebas que se estan realizando. Este ajuste se
utiliza para controlar la tasa de error familiar y reducir el riesgo de obtener falsos positivos
al realizar multiples comparaciones. La aditividad (a) para un caracter determinado se
calculé como la diferencia de valores para ese caracter de los homocigotos dividido entre
2. La dominancia (d) se calculé como la diferencia del valor para el heterocigoto y el
promedio de los homocigotos para el caracter. La accion génica se calculé como la relacion
entre la dominancia y el valor absoluto de la aditividad d/[a], y r? indica el porcentaje de
variacion del caracter explicado para cada marcador.

Para el ensayo de Meliana se realizo el analisis para el global de las plantas de las 6 familias,
mientras que en el caso del ensayo de La Mayora se realizé por familia, alhaber mas plantas
dentro de familia.
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4.Resultados y discusion

4.1. Verificacion y efecto del QTL.

Para la verificacion del QTL en estudio, se evaluaron en dos ambientes (Meliana y La
Mayora) la variedad de referencia PSy la IL TRI05-2, con fondo genético PSy portadora de
una introgresion de TRI de 1,7 Mpb en el cromosoma 5. Se recopild la informacion de los
frutos cosechados (1/planta) procedentes de estas lineas para evaluar el efecto del QTL
(genotipo G), de la localidad (ambiente L) y de la interaccion entre genotipo y las distintas
localidades (G x L). Se evaluaron los siguientes caracteres: FW, FL, FD, FSI, FP y FFP. Se
considerd un efecto significativo para valores de P < 0.005 (aplicada la correccion de
Bonferroni).

Tabla 2. Media y desviacidn estandar para cada caracter evaluado de las lineas PS y TRI05-2 en los
ensayos de La Mayora y Meliana, junto con los efectos de genotipo, localidad, interaccion genotipo
x localidad y su significancia.

Genotipo Localidad FW (g) FL (cm) FD (cm) FSI FP(cm) FFP
PS La Mayora | 1666,22+256,34 | 16,89+0,98 | 13,66+0,67 | 1,24+0,05 9,00+0,52 66,00+2,47
Meliana 2255,67+581,38 | 20,15+2,57 | 14,25+1,04 | 1,41+0,15 9,50+0,98 66,79+6,02
- La Mayora | 3140,20+514,54 | 21,75+0,97 | 16,98+0,95 |1,28+0,07 11,68+0,88 | 68,74+3,02
Meliana 2932,67+604,70 | 21,411+2,80 | 16,41+1,60 |1,31+0,22 11,14+1,83 | 67,76+7,09
Genotipo (G) <0,0001 <0,0001 <0,0001 n.s. <0,0001 n.s.
P*(<0.005) | | pcalidad (L) n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
GxL n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

*

P-valor con correccion de Bonferroni
n.s. indica no significancia de genotipo, localidad o G x L, respecto al caracter.

En el analisis estadistico se observd que el genotipo es un factor significativo en todos los
caracteres (p<0.005) excepto en FSl y FFP. Campos et al. (2023) también obtuvieron los
mismos resultados, excepto para FFP para el que si que encontrd efecto significativo en
TRIO5-2.

En la Tabla 2, se observa que la linea TRI05-2 (3.036 g de media) tiene un mayor FW en
ambas localidades, superando notablemente a PS (1.960 g de media). En cuanto a la
longitud, los frutos de TRI05-2 también fueron significativamente mas largos en ambas
localidades; en La Mayora la longitud alcanza los 21,75 cm frente a los 16,89 de PSy en
Meliana, ambas lineas presentaron frutos mas largos pero TRI05-2 siguié teniendo una
longitud mayor que PS (21,41 cm frente a 20,15 cm). Con respecto al diametro se observé
el mismo patrén, frutos de TRI05-2 superiores a los de PS en ambas localidades. El grosor
de la pulpa se mostré también con un patrén similar. Tampoco se encontré un efecto
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significativo de localidad e interaccion G x L, lo que indica, segun nuestros resultados, el
genotipo es el factor mas importante en la variacion de estos caracteres.

Para el caracter FW estos resultados se muestran graficamente en la Fig. 4, mostrando un
notable efecto de genotipo debido al QTL.
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Fig. 4. Comparacion del peso(g) de frutos entre localidades (Meliana y La Mayora) en las lineas de estudio PSy
TRIO5-2. El eje Y representa el peso en gramos de los frutos, con valores entre 1000 y 4500 gramos, mientras
que en el eje Y se representa las localidades en las que se llevd a cabo el estudio.

El estudio en las dos localidades permitié evaluar los efectos del QTL bajo diferentes
condiciones ambientales. En términos de peso y tamafo del fruto, se confirmé que la linea
TRIO5-2 presenta valores significativamente superiores en ambas localidades (Fig. 4). Esto
indica que el QTL presenta una cierta estabilidad genética sin que el ambiente afecte de
manera significativa su expresion. Estos resultados refuerzan la robustez del QTL del
cromosoma 5, resaltando su potencial para su aplicacién en programas de mejora
genética, ya que su efecto sobre el tamafio y peso es independiente del entorno segun
estos resultados. Este caracter de estabilidad genotipica, sin efectos significativos de la
interaccidn genotipo-ambiente, es favorable en contextos de produccion.

4.2. Efecto del QTL durante el desarrollo del fruto.

Este estudio implicé la toma de datos para los caracteres de tamafo FLy FD de los frutos
cuajados de PS y la IL TRI0O5-2, a lo largo del tiempo desde la antesis. Para TRI05-2 fue
tomada diariamente, mientras que en PS se tomé cada dos dias. Esto se realiz6 asi puesto
que el aumento en el crecimiento de TRIO5-2 se observé en etapas tempranas en estudios
previos de Manuel Campos. Para el estudio solo se tomaron en cuenta las medidas hasta
el dia 36 debido a que con posterioridad a este dia no tampoco se observaron cambios.

17



4.2.1. Efecto del QTL en los valores de longitud y diametro

En este apartado se analizara los efectos de los QTLs en las medidas de longitud y diametro
del fruto.

FL vs DAP (A) FL vs DAP ampliado a 19 dias (B)
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Fig 5. (A) Grafico de longitud medido a 36 dias para las lineas de desarrollo PS y TRI05-2. (B) Mismo
grafico ampliado a los 19 primeros dias. En el eje X se representa los dias después de la polinizacion
(DAP) frente a las medidas de longitud (FL) en el eje Y.

Para la longitud, ambas lineas (Fig. 5) muestran un crecimiento similar en los primeros dias
(0-4), con un aumento gradual en la longitud, pero se observa que TRI0O5-2 comienza a
mostrar un mayor crecimiento en comparacion con PS tras el cuarto dia, separandose de
PS. TRI05-2 continda incrementando su longitud a un mayor ritmo que PS. Adema3s, se
observa que PS parece alcanzar una meseta a partir del dia 15, con un crecimiento mas
lento, mientras que TRIO5-2 sigue creciendo constantemente hasta el dia 23.
Posteriormente parece que TRI0O5-2 también alcanza una mesetay se estabiliza.

Con respecto al diametro (Fig. 6), ambas lineas muestran una tendencia ascendente, sin
embargo, los valores de TRI05-2 son ligeramente mas altos a partir del dia 5. En etapas
tempranas (0-4 dias) tanto TRI05-2 como PS comienzan de forma similar, no hay casi
diferencias en el crecimiento. A partir del dia 5, se observa un aumento mas pronunciado
en TRI05-2, superando a PS, mientras que este ocurre mas tardiamente (dia 8) en PS. A
partir del dia 11, TRI05-2 continia aumentando y se mantiene por encima de PS, el cual
sigue una trayectoria mas estable y un aumento menos pronunciado. Posteriormente al dia
23, ambas curvas parecen estabilizarse, pero TRI0O5-2 mantiene un valor mas alto en
general.
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FD vs DAP (A) FD vs DAP ampliado a 19 dias (B)
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Fig 6. (A) Grafico de diametro medido a 36 dias para las lineas de desarrollo PSy TRI05-2. (B) Mismo
grafico ampliado a los 19 primeros dias. En el eje X se representa los dias después de la polinizacion
(DAP) frente a las medidas de didmetro (FD) en el eje Y.

Esto sugiere que el QTL no solo influye en el crecimiento de longitud y diametro inicial, sino
que impulsa un desarrollo acelerado y sostenido hasta el dia 23, donde se observa un
estancamiento en ambas lineas. Este comportamiento, especialmente en el didmetro del
fruto, es notable, ya que sugiere que el QTL posee un control genético temprano que parece
prolongar el crecimiento en la linea TRI05-2, maximizando su tamafo final. Esto puede
estar vinculado con genes que afectan la proliferacién y/o expansiéon celular de manera
mas prolongada en el tiempo. En otros estudios anteriores en meldn (Higashi et al., 1999),
las diferencias en el tamafio del fruto entre los genotipos Fuyu A y Natsu 4 estan
determinadas principalmente por el numero de células en el pericarpio, mas que por su
tamano. Fuyu A extiende el periodo de proliferacién celular a 26 dias, en comparaciéon con
los 11 dias de Natsu 4, permitiendo un mayor niumero de células que se traduce en frutos
mas grandes. Este comportamiento sugiere que la regulacién del periodo de proliferacién
celular es un mecanismo conservado en distintas especies para determinar el tamafno del
fruto (Higashi et al., 1999). Ademas, en estudios en tomate (Cong et al., 2002), el QTL fw2.2
actua como un regulador negativo de la divisidon celular, limitando el numero total de
células en frutos con mayor expresién del gen. Las diferencias en la regulacion
heterocrdénica (cambio en el ritmo de un proceso ontogénetico) del QTL fw2.2 entre las
variantes de fruto grande y pequeno destacan como el alargamiento del periodo de divisién
celular contribuye al incremento del tamafio del fruto donde la variante de fruto grande
prolonga la actividad mitética hasta los 12 dias después de la antesis, contribuyendo a un
mayor numero de célulasy, por ende, frutos mas grandes, mientras que la variante de fruto
pequefio presenta un aumento mas rapido pero de menor duracién (Cong et al., 2002).

4.2.2. Efecto del QTL en elincremento de longitud y diametro

En este apartado se analizaran los valores de incremento (A). Esto permite medir la tasa de
crecimiento diaria, ademas de facilitar la identificacion de cambios bruscos o
estancamientos. También ayuda a analizar patrones de aceleraciéon o desaceleracién a lo
largo del desarrollo del fruto.
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Conrespecto a la tasa de crecimiento de longitud (Fig. 7), TRI05-2 comienza a incrementar
mas rapido alrededor del dia 5. Entre los dias 5y 10, ambas lineas muestran un incremento
significativo en el crecimiento. Sin embargo, TRI05-2 alcanza su pico de crecimiento mas
rapidamente, el dia 8 con un 95% de incremento mientras que PS alcanza su pico en el dia
10, siendo su tasa maxima de crecimiento ligeramente mas alta que la de TRI05-2 (96%).
Tras alcanzar su maxima velocidad de crecimiento, ambas lineas experimentan una rapida
disminucion en la tasa de crecimiento, cayendo a valores cercanos a 0. A partir del dia 15
las tasas de crecimiento de ambas lineas se estabilizan en valores bajos con pequehas
variaciones, el patron de crecimiento entre TRI0O5-2 y PS es idéntico a partir de 12 DAP.
Ambas lineas presentan una fase de crecimiento acelerado entre los dias 5y 10, pero
TRI05-2 alcanza su pico un poco antes que PS, lo que indica que esos dias son un periodo
clave en el crecimiento.
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Fig 7. Grafico delincremento de longitud del fruto (FL) en mm durante 36 dias (DAP) para las lineas
de desarrollo PSy TRI05-2.

Aligual que en FL, la tasa de crecimiento de FD (Fig. 8) en TRI05-2 llega a su valor maximo
antes que en PS, alcanzando un pico el dia 8 (103%), pero ligeramente mas bajo que el de
PS (120%). Posterior al dia 12, ambas curvan presentan una disminucién notable en la
variacién del diametro, lo que significa un descenso en la tasa de crecimiento. A partir del
dia 17, la tasa de crecimiento se estabiliza acercandose a 0, por lo que no hay variacién en
el diametro.
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Fig 8. Grafico delincremento de diametro del fruto (FD) en mm durante 36 dias (DAP) para las lineas
de desarrollo PSy TRI05-2.

En cuanto al incremento, se observa que TRI0O5-2 alcanza su maxima velocidad de
crecimiento en longitud y diametro entre los dias 8 y 10, mientras que PS muestra un pico
similar en el crecimiento del diametro ligeramente posterior (dia 10). Ambas lineas
desaceleran después del pico maximo, lo que indica un proceso de regulaciéon del QTL que
limita el crecimiento posterior. La disminucién rapida en las tasas de crecimiento para
ambas lineas, y la estabilizacidon observada, sugieren que el QTL actua principalmente en
una fase temprana del desarrollo, maximizando el tamano inicial del fruto en TRI05-2. Este
patrén sugiere un mecanismo regulador similar al de Fuyu A (Higashi et al., 1999), donde el
QTL prolonga el periodo de proliferacion celular en las primeras etapas del desarrollo. La
aceleracion observada entre los dias 5y 10 en TRIO5-2 resalta el impacto del QTL en
maximizar el numero de células en etapas iniciales, mientras que la desaceleracion
posterior refleja un proceso regulatorio que limita el crecimiento en etapas tardias.
Ademas, este patrén de accién temprana es consistente con el modelo propuesto en el
estudio de Cong et al. (2002) para el QTL fw2.2 en tomate, donde la regulacion
heterocrénica influye directamente en la tasa de proliferacion celular, lo que define las
dimensiones iniciales del fruto.

Estudios futuros en la IL TRIO5-2 atendiendo a estas variables de nimero de células/frutoy
tamano celular a lo largo del desarrollo del fruto con respecto a PS ayudarian a entender el
mecanismo real de accién de este QTL. Por otra parte, estudios del nivel de ploidia durante
el desarrollo también serian necesarios, pues en frutos modelo como el tomate el tamafo
viene determinado en parte por procesos de endorreduplicacién (Chevalier et al., 2011).

4.3. Mapeo fino

4.3.1 Saturacion con nuevos marcadores

La inclusién de nuevos marcadores permite afinar aun mas la identificacién de la region del
QTL. Por ello, se disefaron 4 nuevos marcadores (Tabla S2 anexos) en una zona en la cual
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se sospechaba que se encontraba previamente el QTL en ensayos anteriores del grupo, a
razén de 1 marcador cada 40kb aproximadamente en la regién comprendida entre los
marcadores chr05_1433 y chr05_1626 como zona mas probable para definir mejor la
posicion de los puntos de recombinacién en las familias seleccionadas para los ensayos
de La Mayora y Meliana (Tabla 3). Estos marcadores fueron: chr05_1462(en la posicién
1,462,252 pb), chr05_1501 (1,501,986 pb), chr05_1541 (1,541,116 pb) y finalmente
chr05_1587 (1,587,366pb) (Melonomics v4.0, Castanera et al.,, 2020). Con estos
marcadores se genotipd un conjunto de 18 plantas seleccionadas en las familias con
recombinacién entre Chr05_1433 y Chr05_1626 (24M20, 24;21, 24;11 y 24M15, Tabla 4), y
con los resultados se imputd el genotipo del resto de plantas.

Tabla 3. Genotipo de las plantas seleccionadas en Meliana y La Mayora tras realizar PACE con los
cuatro nuevos marcadores en naranja entre los dos flanqueantes anteriores: chr05_1433 y
chr05_1626.

PS indica homocigoto para el alelo PS, TRI indica homocigoto para el alelo TRI.

chr05 684

chr05_1058
chr05_1204
chr05_1302
chr05_1433
chr05_1466
chr05_1587
chr05_2077

Localidad
Planta
chr05_1501
chr05_1541
chr05_1626
chr05_1832
chr05_1957
chr05_2103
chr05 2282

24M20-7
24M20-13
24M20-22
24M21-2
24M21-3
24M21-8
24M11-11
24M11-15
24M11-16
24M11-19
24M11-2
24M11-35
24M11-5
24M11-52
24M11-53
24M15-13
24M15-51
24M15-8

LA MAYORA

MELIANA

4.3.2. Experimento en Meliana

Las 360 plantulas de las 6 familias 24M10 - 24M15 (ver genotipo de las familias en Tabla 4)
se genotiparon mediante la plataforma iPLEX® Gold MassARRAY y la técnica PACE (como
se explica en el punto 3.3.) para seleccionar homocigéticas PS o TRI (total de 107 plantas,
de las cuales finalmente sobrevivieron 83 por problemas de aclimatacidon) para su
trasplante y cultivo en Meliana. El genotipo de las plantas de estas familias crecidas en
Meliana se muestra en la Tabla S3 (anexos).

22



Tabla 4. Genotipo de las madres F, utilizadas para obtener la descendencia estudiada F; en Meliana
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24M11 PS|PS|PS|PS|PS|PS H H H H H H H H H
24M12 H H H H H H H H H H H PS | PS | PS
24M13 H H H H H H H H H H PS | PS | PS | PS
24M14 H H H H H H H H H H PS | PS | PS| PS | PS
24M15 PS | PS|PS|PS|PS|PS H H H H H H H H H

Posteriormente, se recopilé la informacién de los frutos cosechados (Tabla 5) para realizar
un analisis por familias, pero al no haber suficientes plantas para realizar un analisis
robusto, se realizé un analisis poblacional (Fig. 9) en Meliana incluyendo las 6 familias
(24M10 - 24M15) para cada uno de los caracteres evaluados.

Tabla 5. Media y desviacién estandar del peso de los frutos de las distintas familias en Meliana.

Genotipo FW (g)
24M10 2.554,50 £ 657,71
24M11 1.636,33+ 738,00
24M12 | 2.443,43+ 874,52
24M13  |2.692,80 + 968,65
24M14 | 2.563,36 = 735,68
24M15 2.174,60+ 543,10

PS 2255,67+581,38
TRIO5-2 | 2932,67+604,70
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Fig 9. Distribucion de la poblaciéon de Meliana con respecto al peso (FW) de los frutos.

En el eje X se presentan los distintos pesosy se sefiala con una barra negra donde se encuentran las
medias de TRIO5-2y PS en esta localidad. Cada barrarepresenta la cantidad de frutos comprendidos
entre cada intervalo de peso. La curva roja representa la linea de la aproximacion a una distribucion
normal.

Para el caracter FW (Fig. 9), se observa una dispersién en la distribucién del peso de los
frutos, desde menos de 1000 gramos hasta alrededor de 4000 gramos, lo que indica una
considerable variabilidad en la poblacion. Se observa que, aunque la mayoria de los frutos
se encuentran distribuidos en la media de PS, hay una importante cantidad de frutos con
un peso superior. La variabilidad observada sugiere que en la distribucion existe una
dispersién notable en el peso individual de los frutos, lo que confirma la segregacion del
QTL implicado en FW.

El analisis estadistico realizado con los datos de genotipado para los 11 SNPs de la
plataforma iPLEXy los 4 SNPs de PACE (Tablas S1y S2 anexos) junto con el fenotipado (FW,
FL, FD, pulpay % pulpa) de las plantas F; de Meliana permitié obtener el estadistico F para
cada marcador y caracter (Fig. 10), donde valores de F mas altos indican una mayor
probabilidad de que el caracter esté asociado con ese marcador especifico.
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Fig 10. Asociacion de los distintos caracteres evaluados con cada marcador representada con el
estadistico F obtenido del ANOVA para el ensayo de Meliana.

En el eje X se representan los distintos marcadoresy en el eje Y los valores de F, con respecto a cada
caracter.

En la grafica (Fig. 10) se observa que, para la mayoria de los caracteres, hay un pico
pronunciado alrededor de los marcadores chr05_1433y chr05_1626 (posiciones 1.432.542
y 1.626.117 pb), lo que indica que los marcadores abarcados entre estos dos marcadores
tienen una alta probabilidad de estar asociados con ellos, a diferencia del porcentaje de
pulpa que no arroja valor significativo en ningiin marcador. Ademas, los valores P para estos
marcadores indican asociacién significativa (P< 0,005), lo que refuerza el resultado. Al
alejarse de estaregion de marcadores con mayor valor de F, todos los caracteres presentan
una caida en la probabilidad de asociacién, por lo que mas alla de este punto la
probabilidad de que los marcadores estén asociados disminuye considerablemente,
desapareciendo practicamente a partir del marcador chr05_1957.

En la Tabla 6 se resumen los resultados de los ANOVA para cada caracter en el que se ha
observado significacion y para el marcador con mayor valor del estadistico F para cada
caracter.

Tabla 6. Anélisis de asociacion de caracteres con los marcadores del cromosoma 5 empleados en
el ensayo de Meliana.

Se indican los valores de aditividad (a), dominancia (d), accién génica d/[a] y r* de aquellos
marcadores con mayor probabilidad de asociacién junto con su valor de significancia (p).

F P* (<0.005) a d d/[a] r
FW (chr05_1433) 24,3 <0,0001 708,5 460,5 0,65 0,48
FL (chr05_1626) 10,8 0,0001 1,6 1,4 0,87 0,29
FD (chr05_1433) 22,2 <0,0001 1,4 1,0 0,71 0,46
Pulpa (chr05_1433) 15,5 <0,0001 1,2 0,6 0,50 0,37
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* con correccion Bonferroni

Se observa que los caracteres con mayor probabilidad de estar asociados con marcadores
son el pesoy eldiametro (siendo el marcador chr05_1433), seguidos por pulpay la longitud
(marcadores chr05_1433 y chr05_1626). No obstante, todos los caracteres tienen valores
P extremadamente significativos, lo que confirma que las asociaciones son reales y no
producto del azar. Con respecto al modo de accion génica, se observa que es >0,5, lo que
indica una dominancia parcial, en la que el valor heterocigoto se aproxima al valor del
homocigoto TRI.

Estos datos sugieren que, puesto que los SNPs mas asociados son chr05_1433 y
chr05_1466, los marcadores flanqueantes chr05_1302 y chr05_1501 estarian acotando el
QTL de tamano de fruto del cromosoma 5 de la IL TRI05-2 a una regién de unas 200 Kpb. Sin
embargo, no podemos descartar la zona que abarca hasta el marcador chr05_1832, pues
también presenta un valor alto del estadistico F.

4.3.3. Experimento en La Mayora

Simultdneamente al analisis del ensayo en Meliana, se realizé un analisis por familia con
los datos recopilados de la cosecha de La Mayora donde se analizaron 45 plantas de cada
una las familias F; 24M20 y 24M21. Se recogieron los datos de la cosechay se obtuvieron
las medias, desviacion estandary las distribuciones de cada familia (Tabla 8, Fig. 11).

Tabla 7. Genotipo de las madres F, utilizadas para obtener la descendencia estudiada F; en Meliana
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Tabla 8. Medias y desviaciones estandar para FW de las lineas 24M20, 24M21, PS y TRI0O5-2 en La
Mayora.

Genotipo FW (g)

24M20 3335,88+762,35
24M21 2873,85+867,49
PS 1666,22+256,34
TRIO5-2 3140,20+514,54
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Fig. 11. Distribucion de la poblacién 24M20y 24M21 en La Mayora con respecto al peso (FW) de los
frutos.

(A) Distribucion de la poblacion 24M20. (B) Distribuciéon de la poblacion 24M21. En el eje X se
presentan los distintos pesos y se sefiala con una barra negra donde se encuentran las medias de
TRIO5-2 y PS en este ensayo. Cada barra representa la cantidad de frutos comprendidos entre cada
intervalo de peso. La curva roja representa la linea de tendencia.

La familia 24M20 mostré una distribucién concentrada de pesos de fruto (FW), con valores
entre 2.000y 4.750 gramos. Esta distribucion esta centrada en la media de TRI05-2, lo que
sugiere que el QTL asociado a esta linea esta fijado y no segrega. Los pesos de PS no se
representan en este rango, ya que son considerablemente inferiores al minimo registrado
en esta familia, lo que confirma que los frutos de PS presentan pesos significativamente
menores en comparacion con los de 24M20.

Por otro lado, la familia 24M21 presentd una distribucién mas amplia de pesos, con valores
entre 1.500 y 4.000 gramos. Esto refleja segregacion para FW, con frutos que presentan
caracteristicas similares a PS y a TRI05-2. Aungue los valores de la distribucién estan
centrados aproximadamente con la media de TRI05-2, los valores mas bajos estan
cercanos a la media de PS, indicando una mayor heterogeneidad en esta familia en
comparacién con 24M20.

Los resultados del genotipado con la plataforma iPLEX y la técnica PACE de la poblacion de
plantulas F3 de este ensayo de La Mayora se muestra en la Tabla S4 (anexos). Estos se
analizaron junto con los datos de fenotipado para tratar de acotar el QTL. Al contrario que
en el ensayo de Meliana, en este caso se realizé6 un ANOVA de cada familia por separado
para separar el analisis de las dos regiones segregantes, para las que no habia solape antes
de incluir nuevos marcadores en estas dos familias: la regidn a la izquierda del marcador
chr05_1501 en la familia 24M20, y la regién a la derecha del marcador chr05_1433 en la
familia 24M21. (Tabla S4) (anexos).

Los datos que aporta la familia 24M20 sugieren que en la regién chr05_684 a chr05_1501,
no existe ninguna asociacion significativa con ninguno de los caracteres por lo que no estg
el QTL en esa region.

Lafamilia 24M21 presenta un valor estadistico F significativo en los marcadores de laregién
segregante, (comprendida entre los SNPs chr05_1433 y chr05_2282) por lo que esta region
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seria laimplicada en el caracter. En la Fig. 12 se representa, para cada caracter, el valor del
estadistico F para cada marcador de la region segregante. En la Tabla 9 se presenta el
resumen de los resultados de los ANOVAs realizados para cada caracter analizado que ha
presentado significacion.

Tabla 9. Analisis de asociacién de caracteres con marcadores del cromosoma 5 en la familia 24M21
de La Mayora.

Se indican los valores de aditividad (a), dominancia (d), accién génica d/[a] y r2 de aquellos
marcadores con mayor probabilidad de asociacién junto con su valor de significancia (p).

F P* (<0,0005) a d d/[a] r
FW (chr05_2077) 12,6 <0,0001 706,5 272,5 0,39 0,38
FL (chr05_2077) 11,7 0,0003 1,85 0,95 0,51 0,49
FD (chr05_1626) 13 0,0001 1,35 1,85 1,37 0,52
Pulpa (chr05_1626) 9,4 0,001 0,5 2,1 4,2 0,43
*con correccion Bonferroni
N
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Fig 12. Asociacion de los distintos caracteres evaluados con cada marcador representada con el
estadistico F obtenido del ANOVA para la familia 24M21 del ensayo de La Mayora.

Con respecto a la familia 24M21, podemos observar en la Fig. 12, que el valor del
estadistico F que mide la asociacién para el caracter peso se encuentraentre 9y 11, siendo
todos significativos (P < 0.0005). No obstante, estos valores son altos en todos los
marcadores para los distintos caracteres en la regién segregante de esta familia. Por otra
parte, la relacion entre dominancia y aditividad sigue indicando que el modo de accién
génica es dominancia parcial.
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La variacion del estadistico F a lo largo de la regidon es muy pequefa, ya que el nimero de
recombinantes es bajo, por lo que no puede determinarse la posicion del QTL dentro de la
region de la introgresion de 24M21. El hecho de que no exista asociacion en la regién
segregante a la izquierda del marcador chr05_1501 refuerza la idea de que el QTL se
encuentra a la derecha de esa zona.

4.3.4. Integracion de resultados y mapeo final

Al analizar la asociacién de marcadores en La Mayora y Meliana, se determinan dos
resultados:

-En Meliana, se observa la asociacién mas probable en la regién comprendida entre los
marcadores chr05_1433 y chr05_1466. También esta asociada con menor probabilidad la
zona que abarca hasta el marcador chr05_1832.

-En La Mayora, no existe asociacion en la regidon segregante de la familia 24M20, lo que
indica que el QTL estd la derecha del marcador chr05_1501. Por otro lado, la regién
segregante de la familia 24M21, presenta un alto valor estadistico F de asociacién en los
caracteres, siendo esta la comprendida entre los marcadores chr05_1466y chr05_2282.

Estos resultados permitieron generar un mapa fisico (Fig. 13) que integré los resultados
observados en las diferentes localizaciones para que acote aun mas la regién en la que mas
probablemente se encuentre el QTL.

LaMayora Meliana

6.8 —— Chr05_684 68—t+- 68—=—- 6.8 ——
10.6 ——— Chr05_1058
12.0 Chr05_1204
13.0 ——— Chr05_1302
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14.6 ~[- Chr05_1466 [ 1148kb
15.0 ——— Chr05_1501
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16.3 -] [ Chr05_1626 330kb
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22.8 ———Chr05_2282 228——o—- 228 - 228

Fig 13. Mapas fisicos que integran los resultados obtenidos en la asociaciéon de marcadores en La
Mayora y Meliana.

El mapa fisico contiene la posicion fisica (Mb) en el genoma DHL92 v4.0. En marrén se marcan las
regiones asociadas, en rojo la regién mas asociada dentro de cada localidad, y en verde la region
resultante de combinar ambos resultados.
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En La Mayora, la regidon asociada abarca un intervalo de 781kb, con una subregion mas
estrecha marcada en rojo que indica el area con mayor probabilidad de contener el QTL
estudiado (valor mas alto de F). Por otro lado, en Meliana, la region asociada es mas amplia,
cubriendo 1.148kb, aunque también se identifica una subregion mas especifica enrojo que
concentra la asociacidon mas fuerte.

Al combinar los resultados de ambas localidades, se obtiene una region comun mas
precisa de 330kb, representada en verde. Este intervalo es la zona de mayor interés, pues
estd presente en ambas localidades y condensa las asociaciones mas significativas, lo que
la convierte en una regidon candidata para estudios posteriores.

En este analisis se destaca laimportancia de trabajar con datos de diferentes entornos para
identificar regiones gendmicas relevantes. La superposicion de los resultados reduce el
intervalo a un segmento mas especifico que el inicial de 1.714kb proveniente de la linea de
introgresién generada por Campos et al. (2023), lo que facilita futuros analisis. La region en
verde sera el objetivo principal para profundizar en el estudio del QTL.

Adicionalmente, en la region mapeada se identificaron 32 genes anotados en el genoma de
referencia (DHL92 PacBio v4.0) (Tabla S5) (anexos). Aunque el genoma de TRI (ensamblaje
CuTRI v.1 no publicado aun) aun esta en proceso de mejora en cuanto a la anotacién, se
utilizé la informacién disponible y se localizaron 40 genes en este intervalo. Estudios
futuros de alineamiento entre estas regiones de los dos genomas, una vez esté mas
acotado el QTL, seran requeridos para buscar genes candidatos y detectar posibles
variantes estructurales entre los parentales, Entre los genes que se localizan en esta region
del genoma de referencia v.4, destaca el gen de la proteina YABBY. Este gen ha sido
estudiado anteriormente en tomate, donde se ha demostrado que mutaciones regulatorias
en YABBY estan vinculadas a la evolucién de frutos de gran tamafio durante la
domesticacion. También, su relevancia se amplifica al considerar el estudio de Xu et al.
(2015), quienes demostraron que mutaciones en el locus fas, una inversién de 294kb que
interrumpe el primer intrén del gen YABBY 'y se situa 1kb aguas arriba de SICLV3 en tomate
estan asociadas con alteraciones en el tamano del meristemo apical y una regulacién
defectuosa en la via de sefializacién CLAVATA-WUSCHEL (CLV-WUS). Estas alteraciones
contribuyen a fenotipos de fasciacién que impactan directamente en la arquitectura de las
plantas y en caracteristicas agricolas como el tamafno de los frutos (Xu et al., 2015). Sin
embargo, en este caso no se observa fasciacién, lo que puede explicarse considerando la
funcién diversificada de la familia YABBY en diferentes especies. En el estudio de Zhao et al.
(2024) se describe que el gen CRABS CLAW (CRC) de la familia YABBY, que aunque
participa en el desarrollo del carpelo y nectarios en Arabidopsis y en la determinacién floral
en tomate, su papel en cucurbitaceas como el pepinoy el meldn se centra principalmente
en la elongacion del fruto. En pepino, promueve la elongacién al activar una proteina de
respuesta a auxinas (CsARP17), que estimula la expansion celular, un proceso que no
implica cambios en la fasciacion ni en el niumero de carpelos. Ademas, la regulacién de
CRC por genes como CsSEP2 modula especificamente la longitud del fruto sin impactar en
otros rasgos relacionados con la arquitectura floral o el desarrollo de carpelos. Este médulo
SEP2-CRC, conservado también en melén, refuerza la idea de que el papel de CRC en esta
especie esta limitado a la variacién en la formay tamafo del fruto (Zhao et al. , 2024).
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4.4. Analisis de nuevos recombinantes (ensayo COMAV)

Ademas del mapeo fino, en este trabajo final de master se analizé cuantos recombinantes
nuevos se habian generado en elintervalo entre los marcadores de la region de interés para
conocer la frecuencia de recombinacion. Se identificaron 36 plantas recombinantes en las
familias 20M11-15 durante el genotipado indicado en el apartado 4.3.2. que se
trasplantaron al COMAV vy se fenotiparon, de las cuales finalmente sobrevivieron y se
obtuvo fruto de 23 (Tabla 10). Aligual que en La Mayora y Meliana, se realizé la técnica PACE
con los cuatro nuevos marcadores en las plantas recombinantes entre chr05_1433 y
chr5_1626 y se imputaron los resultados al resto. No se realizd asociaciéon con los
marcadores porque el nimero de plantas era demasiado bajo para tener suficiente
potencia estadistica.

Tabla 10 . Genotipo de las plantas del ensayo del COMAV para generar nuevos recombinantes.

PS indica homocigoto para el alelo PS, TRI indica homocigoto para el alelo TRl y H indica
heterocigoto.

chr05_1058
chr05_1204
chr05_1302
chr05_1587
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g
w
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5
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I |chr05 1541
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24M10-11
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24M12-4

24M12-31
24M12-36
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24M13-13
24M13-15
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24M13-24
24M13-42
24M13-43
24M14-9

24M14-29
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I
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Fig 14. Distribucién de la poblacion del COMAV con respecto al peso (FW) de los frutos.

En el eje X se presentan los distintos pesos y se sefiala con una barra negra donde se encuentran las
medias de TRIO5-2 y PS. Cada barra representa la cantidad de frutos comprendidos entre cada
intervalo de peso. La curva roja representa la linea de tendencia.

Para el caracter FW (Fig. 14), se observo una dispersion en la distribucion del peso de los
frutos, desde unos 500g hasta cerca de 3500g. La mayoria de frutos (55%) presentaron
valores de FW en el rango de 1.500-2.500¢g. La distribucidon es bastante simétrica, con
pocos pesos en los extremos. La distribucién engloba las medias de TRI05-2 y PS, lo que
indica que el QTL esta segregando en la poblacién. No todas las plantulas son homocigotas
para TRI0O5-2 en la regidon del QTL, lo que explica frutos mas pequenos, similares a PS, y
frutos mas grandes, cercanos a TRI0O5-2. Es probable que los FW en el rango superior
provengan de plantulas homocigoéticas TRI, mientras que aquellos en el rango inferior
reflejan la ausencia de alelos de TRI0O5-2 en su genoma. Es necesario realizar estudios
posteriores para comprobar la presencia del QTL en esas plantulas.

Tabla 11. Frecuencia de recombinacién observada en el ensayo del COMAV.
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rec/100Kb 3 0,8 0,7 1,0 0,8 13,0 7,5 2,5 0,0 2,5 1,0 0,8 1,0 0,0 0,0

Posicion 4 683.991 | 1.057.534 | 1.204.452 | 1.302.201 | 1.432.542 | 1.462.252 | 1.501.986 | 1.541.116 | 1.587.366 | 1.626.117 | 1.831.800 | 1.957.110
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" Numero de recombinantes entre cada marcador y el posterior

2 Distancia fisica entre dos marcadores
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3 Relacidn entre recombinantes entre 2. marcadores y la distancia fisica
4 Posicion fisica del marcador en el genoma v4.0 (Castanera et al., 2020)

En la Tabla 11, se representan en cada columna las posiciones de los SNPs a lo largo de la
region de interés entre 683.991kb y 2.282.430 kb. Se contabilizaron el niumero de
recombinantes entre marcadores consecutivos con elfin de identificar regiones gendmicas
con intercambio genético. La region con mayor cantidad de recombinantes fue la
comprendida entre la posicion 683,991kb y 1,462,252kb.

Ademas, se observa que cada 100kb, hay por lo menos un recombinante. No obstante, se
observan zonas con supresion de recombinacidon, como es el caso de las ultimas 200kb o
entre los marcadores chr05_1541y chr05_1587.

Por otro lado, la regién con mayor frecuencia de recombinacién es la comprendida entre
las posiciones 1,432,542kb y 1,626,117kb. Esta regidon podria indicar un punto importante
de recombinacion, mientras que una zona con pocarecombinacién o mayor ligacién podria
ser aquella comprendida entre 2,077,480kb y 2,282,430kb al no encontrar nuevos
recombinantes.

Se encontraron cuatro plantas recombinantes nuevas en la zona de mapeo final entre los
marcadores chr05_1501 y chr05_1832, las cuales serviran para seguir acotando la regidn
del QTL en estudios posteriores (Tabla 12). A pesar de que los dos recombinantes
generados 24M13-15 y 24M15-6 son los mas interesantes pues estan en la zona mas
probable, es importante explorar la region entre los marcadores Chr05_1626y Chr05_1832
para poder descartarlay seguir disenando nuevos marcadores.

Tabla 12. Genotipo de las plantas seleccionadas del ensayo COMAV recombinantes en la regidn
entre los marcadores chr05_1501y chr05_1832.
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24M13-15 PS PS H H H H H TRI TRI TRI TRI PS PS PS PS
24M15-6 PS PS PS PS PS TRI TRI TRI TRI H H H H H H ‘
24M13-24 H H H H H H H H H H PS PS PS PS PS ‘

24M13-43 H H H H H H H H H H TRI PS PS PS PS

A mayor separacion fisica entre los marcadores, aumenta la probabilidad de que ocurran
eventos de recombinacién. La variacién en la frecuencia de recombinacioén a lo largo del
genoma ha sido ampliamente documentada en diversas especies (Stapley et al., 2017).
Curiosamente, también se observan intervalos con recombinaciéon minima o nula. Este
fendmeno de supresion de la recombinacidén ocurre principalmente en los centrémeros 'y
telémeros. Los centrémeros son areas extensas, por lo que la baja recombinaciéon en
algunos intervalos no se puede atribuir a regiones centroméricas. La frecuencia de
recombinacién puede verse influenciada por alteraciones estructurales en el cromosoma,
como reorganizaciones, inversiones, deleciones o translocaciones. Las inversiones, en
particular, son bien conocidas por generar cambios en la recombinacién, ya que la
recombinacion se ve suprimida en individuos heterocigotos para la inversion debido a los
problemas que genera en el emparejamiento y segregacion durante la meiosis (Stapley
et al., 2017). De manera similar, una delecién aparece como unaregién sin recombinacién,
ya que no pueden formarse quiasmas entre los cromosomas homoélogos, dado que uno de
los cromosomas carece de la secuencia de ADN correspondiente. Por lo tanto, es probable
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que existan alteraciones estructurales en parte de esta region entre los genomas de PSy
TRI.
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5. Conclusiones

-El QTL de la linea TRI0O5-2 fue validado en dos localidades, confirmando un incremento
significativo en pesoy tamafo del fruto frente al control PS sin presentar efecto de localidad
ni de la interaccién genotipo x ambiente.

-El estudio comparativo del desarrollo del fruto ha mostrado que TRIO5-2 adelanta el
maximo crecimiento del fruto en comparacion con PS, aumentando sutamano finalgracias
a un desarrollo temprano acelerado.

-El mapeo fino llevado a cabo delimité el QTL a una region de 330 Kb en el cromosoma 5,
facilitando la busqueda de genes candidatos.

-Se obtuvieron cuatro nuevas lineas recombinantes en la zona de mapeo final que
permitiran avanzar en el mapeo fino y la identificacion de genes relacionados con el
tamano del fruto en futuras campanas.
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Fig S1. Variacion en caracteres de calidad de fruto en las 22 lineas de introgresiéon TRI

(ILs). tomada de Campos et al. 2023
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Fig S2. Variacion en caracteres de morfologia de fruto en las 22 lineas de introgresion
de TRI (ILs). Tomada de Campos et al. 2023
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do iPLEX MassARRAY en la region

Tabla S1. Marcadores empleados para el genotipa

entre 683,991pb y 2,398,882pb de la version v4.0 del genoma de meldn.
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AlternateAllele(s)
PS

Reference
Position
ReferenceAllele

mEmans
mEmEas
e

chr05 | 1,957,110

TR

TRIO5-2

Secuencia

TGAAAGACCCAGTTGTCATTTCCATGAAATAATCTCCCACCACTGTTTTAATGGCCTGCCATGTTGTGTCCATGAAAATCCTTATGCTCCAAATCCCTAT[T/CIGTTTCCCCTTCTTTCTTCTTCTGCACT
AGAATCCATTTTGCTACAATACAACAAAGTGCAGCTATTATACCTGAAGACACCCACAACAATGGAAGTAACC
TAAATTATATTTCCTTTTAGCGTCTTATGTGCATGTAGGCACAATTTGAAAAAAGTCACTAGTATGAATAACACGAGAGTCGTGTTGGAACATACTTGTC[G/AJACACTGTGACCTGCTATTGCCGTAGA
GTATACAATAGGTGCCCAATCAAGACAACGTAGCTTCTCCCTAACATCTTGCTCATAATACATTGCTGTCTGCT
AGAAAAGATTGGGCATTGCAATGGAAATCCTGACCAGACCAAGCCTCTTGTTCCTTGATGAACCAACTAGTGGCCTTGACAGTGCTGCTGCTTTCTTTGT[T/CJATTCAAGCACTTAGGAGTATTGCT
CATGATGGAAGAACTGTTATCTCTTCGATTCACCAGCCGAGTAGCGAGGTTTTTGCTCTGTTTGATGATCTTTTTC
TTTGCTCTCCTCCTCCATTTATATTATTTTCTGCGGACACTTATATTTCTTTATTCTAAGTTGATGATGCAAGATTACTTTTGGGAGTACACTATCATGG[T/CITTCGGTAATTGGGAAAAGATCAGGTTG
GATGAGAAACTCGGTCTCATGAAAAAGATTGCTCCAGTGGAACTTCAACATCATGAGACCTTCCTGCCACGTG
TGGAAACATGGCGGCATTTGGGACATGTGAGAGAAGGTTTAGGAGAAGTTGGAGCAATGATTTGAGAGAGACAGTGTTTGCAGAAAGTATGGCCGCATTG[G/CIAGAAGAAGAGGGGATCGAGAA
TCTTCATCGAAGTGAATTCGGCAGATTGAACAGCTAGGGATTCCGACTCGCTTCCATTTCTTCGGCATGCTGGTGGTGA
AGGGATTTCCAAATCATCCTCAAAGTTATTATAATGTATGGCTGTATCCTTCTCCAAGTGTCTACTACTACGCCCACGACCTCTACCTCTGCCCCTACCCICITITTCCTCGGCCACTAATGCAATGCCCT
GCTTCTGTCTGCACAGAGGGAATCATAATGAAATGAGAAATGTGTCATATTTTCTATATGGGTTTTGTTTTCCA
ATCATACTTTCCACATCAGTAACTTCATTGGTCGGTAACTTATAACTGAGCCAATAGTAACCCATTGTAATGCCCTTTAGACGGATTCAAAATTCAAATCICITITTGACGTTCTTCTACATCCCTTATGAC
CTAGGCAACACGAATCATTTCAGCATGTTTTGTCCTCACTCACATGCATTCTAGGAAAAGAGGAGGTCACCCA
TTCCCTTTTGTTTTGTACTTGAGAGGTTTGCGACCTTTATATGTCAAGCAGAAAATTGAATAATTACATTTTCAATACATATGTGAAGCCATTTTGATGG[T/CITTTTTTACACTGCCCTCGTCCTTTTTAT
TTTTTTGCTTTTTCCATTCACTCATTTCTGCCTCCATTTGTTTATTCCAGCTCAAGACCGAAGAGAGATGTT

chr05 | 2,077,480

EEnaD

CCCGATGTCATCAAAGGTATGCAAATGTGATCTACCTTTTCACTCCTATCGAACACTACGATGTCAAACTTTCAAAAATCTCTTCTTTGGGGTTGCAATT[C/TICAGAGAACAAAACAGCTTGGAGGACA
GATGAAGAGTTCGGACGAGAAATGCTTGCTGGAGTGAACCCCGTCATCATTICGCCGTCTCCTAGTGCGACACAC

TTTAAGGATTAAAAAACATAAGTAGTGTATGAGTGTTGTTGATGAAGTTTGTTCTTAAAGTACAATCCAAGGAGATGGAGGTTTAATTATGGTTTGAAGT[C/TITAAGAGCAATTAGTGAAGTTGACTAT
GTGGGGTGGGGTGACTTTAAGAACAGGATTGCTCTCAAAGAAATTGGTTGGTCTAAGCTCAAAGCCACGTCTCA

CTGTGGCATCATCGAGCAATCATCAAGCAAACAAACATGCTACTCATCTAACGACCAAGAGATCCATAGTTCAAACCCCTACTTTCAATTTGTACTAAAATA/G]JAAAAATCAAACAAACAAACAAATATGA
ACTAATTTGCTCATCTTAATCTTCTTAATAATCATCGGCGTTGCAGTATCCTTTCATTTGTTTCCAATTAAGT




Tabla S2. Marcadores generados en la zona comprendida entre 1,432,542kb y
1,626,117kb.
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TRI
Tii1
SEQ PacBio TRI

TTCTAGTTTTATGAACTTTTTCTGTAGTGTGCAAGATTTATCACCCCGAAGTACATATTGCATTAAGATTATTTTTCTTTCTTTCTTTCTTTTAATAGTIAIG]TTGGAGC
TTACTATAATTGAGCGATTTAATGTTCTGGTTTATTGTACATTTGTTCTCACTGCTGGGTTATCTTACATTGACTGATTGTAATTATTTTCAC

CAGCTGGAGCAAAGGAAGTGGCAGTCTTTGCTTCAGCCTCTGAATCATTTTCAAAAGCCAACATCAATTGTAGCATTGAAGARAGTCTTGATCGTTACCITIGITGC
TGTAACTTCTGCTGCCAAAGAACTTGCAATCCCTGTTCGAGGGTATGCTTAAATAATTCCCATAACTCCATARATATCCAACTTTGACATTGATCTG

GGGCTACCCTAGCTCATAGGGAGGGGTGGTATGTTCTTTTCTTTGTTTTTCAGCTGATATTTATCTTGTTTAGCTTGCGACTACTATCATTTTGGCATTIG/A|TARA
TATATAATACACAGTGCTGCCTCTGTTTTTGCCATTAAAGTAGCAAATATTAGCTTCTACTTGTTAGAAACCTTACAGAAATATTTAATTGATAAA

N

>

(]

9

£

: 0 § | o

0 9 3 Q

e |5 1]

o

_ z 0

D 1%

p_

Z

0
chr05:1462252 chr05_1462 1462252 | SNVG->A
chr05:1501986 chr05_1501 1501986 | SNVG->T
chr05:1541116 chr05_1541 1541116 | SNVA->G
chr05:1587366 chr05_1587 1587366 | SNVC->T

ATCAACAAGAATACAAACAAGTATAAAATGTAAACCCATTGAAATTTACAGATTAGAAATGAGAGAGACAGCTAATAGTCCTGACGGTTTGATAAACTATTICICCTAT
GATTTCATAAACATTTCATAAATAGTCCCAATCATAGGACTAAATTCTAACTTTCTTCCGACCATTGGAATTAAATTTGCAATTTAACCCCATAT
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Tabla S3. Genotipado de plantas no recombinantes en Meliana.

chr05_2077
chr05_2103
chr05_2282

a5
I

a5
I

g | 8| 8 g | 3| 518183

2 £ = = e = = = e = = = e =
38 z S S 5 5 5 S S 5 5 5 S 5

24M10 M10-11

24M10 M10-15 H H H H H H H H

24M10 M10-2 H H H H H H H H

24M10 M10-20 H H H H H H H H

24M10 M10-22 H H H H H H H H

24M10 M10-27

24M10 M10-29

24M10 M10-30

24M10 M10-32

24M10 M10-35

24M10 M10-42

24M10 M10-43

24M10 M10-9

24M11 M11-11

24M11 M11-15

24M11 M11-16

24M11 M11-18

24M11 M11-19

24M11 M11-2

24M11 M11-22

24M11 M11-31

24M11 M11-35

24M11 M11-36

24M11 M11-38

24M11 M11-4

24M11 M11-40

24M11 M11-42

24M11 M11-5

24M11 M11-52

24M11 M11-53

24M12 M12-15

24M12 M12-20

24M12 M12-31

24M12 M12-32

24M12 M12-36

24M12 M12-37

24M12 M12-4

24M12 M12-45

24M12 M12-46

24M12 M12-5 H H H H H H H H

24M12 M12-53

24M12 M12-59 | H | H [ H [ H | H | H | H [ H |

24M12 M12-6

24M12 M12-60 | H | H [ H [ H | H | H | H | H |

24M12 M12-7

24M13 M13-11

24M13 M13-13

24M13 M13-20

24M13 M13-23

24M13 M324a [ H [ H [ H [ H [ H [ H [ H | H | H | H |

24M13 M13-26

24M13 M13-28

24M13 M13-42

24M13 M343 [ H [ H [ H [ H [ H [ H [ H | H | H | H |

24M13 M13-5

24M13 M13-50

24M13 M13-53 | H | H |

24M13 M13-54

24M13 M13-58

24M13 M13-6

24M13 M13-9

24M14 M14-14

24M14 M14-2

24M14 M14-32

24M14 M14-33

24M14 M14-34

24M14 M14-36

24M14 M14-41

24M14 M14-44

24M14 M14-47

24M14 M14-48 | H [ H [ H [ H [ H | H | H | H |

24M14 M14-50

24M14 M14-54

24M14 M55 [ H [ H [ H [ H [ H [ H [ H | H | H | H |

24M14 M14-7

24M15 M15-13

24M15 M15-15

24M15 M15-23

24M15 M15-25

24M15 M15-27

24M15 M15-51

24M15 M15-7

24M15 M15-8
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Tabla S4. Genotipado de plantulas en La Mayora.

g
(2] a
24M20 M20-1
24M20 M20-2
24M20 M20-3
24M20 M20-4
24M20 M20-5
24M20 M20-6
24M20 M20-7
24M20 M20-8
24M20 M20-9
24M20 M20-10
24M20 M20-11
24M20 M20-12
24M20 M20-13
24M20 M20-14
24M20 M20-15
24M20 M20-16
24M20 M20-17
24M20 M20-18
24M20 M20-19
24M20 M20-20
24M20 M20-21
24M20 M20-22
24M20 M20-23
24M20 M20-24
24M20 M20-25
24M20 M20-26
24M20 M20-27
24M20 M20-28
24M20 M20-29
24M20 M20-30
24M20 M20-31
24M20 M20-32
24M20 M20-33
24M20 M20-35
24M20 M20-36
24M20 M20-37
24M20 M20-38
24M20 M20-39
24M20 M20-40
24M20 M20-41
24M20 M20-43
24M20 M20-44
24M20 M20-45
24M20 M20-46
24M20 M20-49
24M20 M20-50
24M21 M21-1
24M21 M21-2
24M21 M21-3
24M21 M21-4
24M21 M21-5
24M21 M21-6
24M21 M21-7
24M21 M21-8
24M21 M21-9
24M21 M21-10
24M21 M21-13
24M21 M21-14
24M21 M21-15
24M21 M21-16
24M21 M21-17
24M21 M21-18
24M21 M21-19
24M21 M21-20
24M21 M21-21
24M21 M21-22
24M21 M21-23
24M21 M21-24
24M21 M21-25
24M21 M21-26
24M21 M21-27
24M21 M21-28
24M21 M21-29
24M21 M21-31
24M21 M21-32
24M21 M21-33
24M21 M21-34
24M21 M21-35
24M21 M21-36
24M21 M21-37
24M21 M21-38
24M21 M21-39
24M21 M21-41
24M21 M21-42
24M21 M21-43
24M21 M21-44
24M21 M21-46
24M21 M21-47
24M21 M21-48
24M21 M21-49

chr05_684

chr05_1058

chr05_1204

chr05_1302

T

chr05_1433

T

chr05_1466

chr05_1501

T

T

chr05_1541

chr05_1587
chr05_1626
chr05_1832
chr05_1957
chr05_2077
chr05_2103
chr05_2282
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Tabla S5. Listado de genes anotados en el cromosoma 5 en la region de interés en
PacBio v4.0

Cromosoma |Pos. Inicial |Pos. Final Referencia

chr05 1,504,792 1,507,513|MELO3C014546.2.1| Octanoyltransferase

chr05 1,508,842 1,511,778 MELO3C014544.2.1| Axoneme-associated protein MST101(2) protein
chr05 1,512,718 1,550,904 | MELO3C014542.2.1| ARM repeat superfamily protein

chr05 1,552,503 1,556,819(MELO3C014540.2.1{ blue copper protein-like

chr05 1,561,691 1,568,361|MELO3C014538.2.1| Transferase, transferring glycosyl groups, putative
chr05 1,569,834 1,571,992 |MELO3C031057.2.1| Pectinesterase

chr05 1,579,347 1,583,147 |MELO3C014534.2.1| G2/mitotic-specific cyclin S13-7

chr05 1,584,401 1,588,393|MELO3C014533.2.1| Cysteine desulfurase family protein

chr05 1,584,718 1,584,877 |MELO3C030580.2.1{ Unknown protein

chr05 1,654,360 1,667,286|MELO3C014527.2.1| YABBY protein

chr05 1,589,629 1,597,912|MELO3C014532.2.1 nuclear pore complex protein NUP96

chr05 1,599,820 1,623,993|MELO3C014531.2.1/Nuclear control of ATPase 2

chr05 1,625,434 1,629,419(MELO3C014530.2.1{ Nuclear transcription factor Y subunit C8
chr05 1,632,282 1,644,828 MELO3C014528.2.1|replication factor C subunit 1

chr05 1,703,164 1,706,844 |MELO3C014524.2.1|Receptor-like kinase

chr05 1,709,712 1,712,301|MELO3C014523.2.1| CSL zinc finger domain-containing protein
chr05 1,720,070 1,734,671|MELO3C014522.2.1{Serine/threonine-protein phosphatase

chr05 1,752,969 1,754,238 MELO3C014520.2.1| RING-type E3 ubiquitin transferase

chr05 1,679,322 1,689,848 MELO3C014526.2.1{ Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase, putative
chr05 1,693,230 1,697,710|MELO3C014525.2.1| Zinc knuckle (CCHC-type) family protein

chr05 1,699,456 1,699,945 (MELO3C031059.2.1{ B3 domain-containing protein At1g05920-like
chr05 1,738,545 1,740,644|MELO3C014521.2.1{ Protein FAF-like, chloroplastic

chr05 1,763,777 1,767,716|MELO3C014519.2.1| BEL1-like homeodomain protein 1

chr0o5 1,786,927 1,793,282 (MELO3C014518.2.1|Serine/threonine-protein kinase

chr05 1,797,679 1,798,933|MELO3C014517.2.1| Late embryogenesis abundant protein

chr05 1,803,632 1,804,661 |MELO3C014516.2.1)NDR1/HIN1-like protein 12

chr05 1,806,061 1,808,337 |MELO3C014515.2.1| Aspartyl/glutamyl-tRNA (Asn/Gln) amidotransferase subunit B
chr05 1,809,326 1,815,345(|MELO3C014514.2.1|Transcription factor

chr05 1,882,018 1,884,751|MELO3C014503.2.1| Nuclear transcription factor Y subunit B

chr05 1,816,065 1,818,144|MELO3C014513.2.1|Protein FAM210B-like protein

chr05 1,819,150 1,819,926|MELO3C014512.2.1|Ribonuclease CAF1

chr05 1,824,256 1,825,115(|MELO3C014511.2.1 E3 ubiquitin-protein ligase
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