Proyecto monografico

Grado en Ingenieria Agricola

Universidad de Almeria

Escuela Superior de Ingenieria

Implicacion del gen CitACS4 en el desarrollio
de flores y frutos de sandia

(Citrullus lanatus)
Directores: Alumno:
Dr. Manuel Jamilena Quesada José Antonio Ibanez Bardn

DAa. Encarnacion Aguado Donaire  Almeria, Junio 2017









INDICE

1. INTERES Y OBJIETIVOS......o oottt sttt an s 1
1.1. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE LA SANDIA A NIVEL MUNDIAL................. 2
1.2. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE LA SANDIA EN ESPANA Y ALMERIA ....... 3
1.3. INTERES DE LA INVESTIGACION ..ottt isssesseseeeseens 5
1.4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION .....cooviiieieieeeeeeeee et 5

2. REVISION BIBLIOGRAFICA ..ottt 6
2.1. CARACTERISTICAS DEL CULTIVO DE LA SANDIA.......cccoooiieeeieeeeeeeeerees 7

2.1.1. Origen Y ULHHZACION.......cuiiiiieiiiteieesie ettt 7
2.1.2. Taxonomia y descripCion DOtANICA ........c.ccvierieiiiiieeee e, 7
2.1.3. Requerimientos edafoClimAtiCOS ..........coouviiiiiiiiiee e, 9
2.1.3.1. TEMPEIALUIA ....eouviireiiieie ettt ettt nn e n e nneas 9
2.1.3.2. HUMEUAU ....coviiiiiiieceeeee et 10
2.1.3.3. LUMINOSTAAU ...oviiiiiiiieiieie ettt 10
2.1.314, SUBIO .t 10
2.2. DESARROLLO FLORAL ..ottt sttt 11
2.3. DETERMINACION DEL SEXO EN LAS PLANTAS .....cocovoieveieseeeereeee s 12
2.3.1. Determinacion del sexo en la familia de las Cucurbitaceas...........c..ccoovvvvriverinnnnnn, 13
2.3.2. Regulacion de la sintesis de etilen0 ..........cccvcveieeieiic i, 14
2.3.3. Determinacion del sexo y genes ACS de biosintesis de etileno..............cccceeveeneen. 16
2.4. FISIOLOGIA DEL CUAJADO Y DESARROLLO DEL FRUTO .....cccovevvveerriereens 18

3. MATERIAL Y METODOS........ooiiiiiiietieteseesee s sesissesses s sesss s s ssnasssnssnansenssssnsenes 20
3.1. EMPLAZAMIENTO DEL ENSAYO E INSTALACIONES..........ccooeeiieeiee e 21
3.2. CONDICIONES AMBIENTALES DEL INVERNADERO, MATERIAL VEGETAL
Y MANEJO DEL CULTIVO ...ttt 22

3.2.1. Condiciones amDIENTAIES ........cceieiiiiiiiiieieie e 22
3.2.2. Material VEGETAl ..........coiiiiiiiee e 23
3.2.3. MANEJO Al CUITIVO ... 24
3.3. TOMA DE DATOS ...ttt ettt et e e nae e e ene e e e naee e e neeeeneas 24
3.3.1. Toma de muestras foliares y extraccion de ADN genomico ............ccocvvevrvreeinennn. 25
3.3.2. Genotipado de 18S PIANTAS .......ccveiveriiiiiiiiiee e 26
3.3.3. FENOtIPad0 el SEXO ......oiuiiiieiiiieie et 28

3.3.4. Relacion entre la monoecia/andromonoecia y el cuajado de frutos............c.ccvene.. 29



3.3.5. Relacion entre la monoecia/andromonoecia, la forma del fruto y el cierre pistilar 29
3.3.6. Relacion entre la monoecia/andromonoecia y el desarrollo inicial del fruto.......... 30

3.3.7. Comparacion del crecimiento de ovario y pétalos en flores pistiladas y masculinas
de dISHINTAS HINEAS .....c.veveeieee ettt e re e areenne e 30

3.3.8. Comparacidn del crecimiento de estambres, ovario y pétalos en flores pistiladas de

IS TINEAS [INBAS .. eeeeeeiieee ittt ettt ettt et et e e et e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeererereeerererenees 30
3.4, ANALISIS ESTADISTICO .ocveeeeeeee oo ee oo ee e e e e ee e e aeesere e ereeeseeenaseeerene e, 30
4, RESULTADOS Y DISCUSION . .....oooeeeeeeeeeee oo r e e e e eses e enenarane, 31
4.1. COSEGREGACION ENTRE LA MONOECIA/ANDROMONOECIA Y EL GEN
CHACSS oo et e e e e et et e e e et et et e e e e s et et e e e s et et et e e e et er et e e e er et et e e e en s 32
4.2. RELACION ENTRE LA MONOECIA/ANDROMONOECIA Y EL CUAJADO DE
FRUTOS oottt ettt e e e e et e e e et et et e e e s et et e e e e s et et e e e es e s et e e e eses et e e e eses et e enenans 34
4.3. RELACION ENTRE LA MONOECIA/ANDROMONOECIA Y EL CIERRE
PISTILAR .ot ee oo e e e e et et e e et et et e e e s et et e e e es et et e e e es e s et e e e eseses e e e eses et e eninans 36
4.4, RELACION ENTRE LA MONOECIA/ANDROMONOECIA Y EL DESARROLLO
TEMPRANO DEL FRUTO ..ottt et ee et er e e es s et ener e 37
4.5. RELACION ENTRE LA MONOECIA/ANDROMONOECIA Y LA FORMA DEL
FRUTO oot e ettt et et e et e et et e e et e e et et e s et e s et e e et et e s et e e es e e es et ees e e e esaaeans 39
4.6. COMPARACION DEL CRECIMIENTO DE OVARIO Y PETALOS EN FLORES
PISTILADAS Y MASCULINAS DE DISTINTAS LINEAS ..o 41
4.7. COMPARACION DEL CRECIMIENTO DE ESTAMBRES, OVARIO Y PETALOS
EN FLORES PISTILADAS DE DISTINTAS LINEAS ..o oo 45
5. CONCLUSIONES ..o oottt e e e e ee et es e s e es e er e, 48

B. BIBLIOGRAFTA ..o ettt et et e et e et er s 50



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Principales paises productores de sandia a nivel mundial (elaboracion propia a
PArEIF 08 FLA.O 2014). .ot 2

Figura 2. Principales paises productores de sandia dentro de la Union Europea (elaboracion
propia a Partir de F.A.O 2014). ..o 3

Figura 3. Produccion de los principales cultivos horticolas de la provincia de Almeria
(elaboracion propia a partir del Analisis de la campafa hortofruticola de Almeria de Cajamar,
CAMPATIA 2014/2015). ...ttt bbbt 4

Figura 4. Principales paises importadores de sandia de la provincia de Almeria en el afio
2015 (elaboracion propia a partir del servicio estadistico ESTACOM del Ministerio de
Economia, Industria y Competitividad, 2015). ......ccccciiiiiiiiiiieiseeese e, 4

Figura 5. Morfologia de la planta de sandia. 1: Flor femenina, 2: Flor masculina, 3: Hoja, 4:
FTULO. ettt bt a e b e a e R et e b e e R et et R e bR e r e nnn e e 9

Figura 6. Modelo ABC de control genético de la identidad de los 6rganos florales. A: Tipos
de genes homedticos que controlan la identidad de los 6rganos florales. B: Ejemplos de
fenotipos mutantes para cada uno de los grupos de genes homedticos (Azon-Bieto y Talon,

Figura 7. Ruta de la biosintesis del etileno. Las reacciones mediadas por las enzimas ACC
sintasa (ACS) y ACC oxidasa (ACO) son los pasos limitantes en la sintesis (elaboracion
propia a partir de Kierber y col, 1993; Manzano, 2009). .........ccoevvereriiereeresie e e 16

Figura 8. Modelo de regulacion del etileno en la expresion sexual y desarrollo floral en
Cucurbita pepo, Cucumis sativus, Cucumis melo (izquierda) y Citrullus lanatus (derecha).
MA, meristemo apical; MF, meristemo floral femenino (Manzano y col., 2014). .................. 17

Figura 9. Representacidn esquematica sobre la analogia entre los procesos de desarrollo del
fruto y de la semilla (elaboracion propia a partir de Varoquaux y col., 2000). .........c.ccevenen. 19

Figura 10. Emplazamiento del campo de practicas de la Universidad de Almeria. Fuente:
Sistema de Informacion Geografica de Identificacion de Parcelas Agricolas (SIGPAC). ...... 21

Figura 11. Distribucion del cultivo de sandia y sistema de riego en el ensayo. Arriba, la zona
de sandia establecida en maceteros; abajo, la zona de sandia establecida en suelo................. 22

Figura 12. Temperaturas maximas y minimas diarias alcanzadas en la zona de ensayo durante
los meses de Abril, Mayo y Junio (elaboracion propia a partir de los datos obtenidos del
Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera, Estacion Meteoroldgica de
ATMEBITA). ottt b bbbttt bbb bbbt 23

Figura 13. Segundo trasplante a maceteros de mayor capacidad. ...........ccccceevveveeiiieeneesneenne. 24

Figura 14. Imagen de las distintas etiquetas empleadas durante el ensayo............c.cccceevvennee. 25



Figura 15. Homogeneizacion de las muestras foliares tras afiadir el tampdn de extraccion... 26

Figura 16. Genotipado de CitACS4 en algunas plantas de la F2 resultante del cruce P84xP87.
En cada una de las plantas analizadas, su ADN se utilizd para amplificar un fragmento de
PCR del gen CitACS4 de 271 pb. Ndtese que las plantas que solo presentan la banda superior
son homocigotas MM y que las que solo presentan la banda inferior son homocigotas AA.
Aquellas que presentan ambas bandas son heterocigotas MA. NTC No Template Control
(control negativo), C(M) Control alelo monoecia, C(A) Control alelo andromonoecia.......... 28

Figura 17. Clasificacion de las flores pistiladas segln su indice de Andromonoecia. (A)
IA=1, flores con anteras incipientes; (B) 1A=2, flores con anteras de tamafio medio; (C) 1A=3,
flores con anteras completas; (D) Flor masculina. ...........ccccoeiveiiiieie i 29

Figura 18. Polinizacion manual de una de las flores seleccionadas. ............cccoeevericiennnnn, 29

Figura 19. Porcentaje de cuajado en las lineas P84 y P87, y las generaciones F1 y F2. Se han
establecido dos grupos dentro de las plantas heterocigotas de la F2: MAL representa a
aquellas plantas que han mostrado un comportamiento mas monoico, mientras que MA2
representa a aquellas plantas que han mostrado un comportamiento mas andromonoico. Las
letras indican diferencias estadisticas entre genotipos (P<0,05). ...cccovverriiriieiieniiie s 35

Figura 20. Escala establecida para la evaluacion del cierre pistilar. ..........c.ccocooeveviiiinnnnn, 36

Figura 21. Tamafo del cierre pistilar en las lineas P84 y P87, y las generaciones F1 y F2. Se
han establecido dos grupos dentro de las plantas heterocigotas de la F2: MAL representa a
aquellas plantas heterocigotas que han mostrado un comportamiento mas monoico, mientras
gue MAZ2 representa a aquellas plantas heterocigotas que han mostrado un comportamiento
mas andromonoico. Las letras indican diferencias estadisticas entre genotipos (p<0,05)....... 36

Figura 22. Forma del fruto a los 14 dias después de la antesis para cada uno de los genotipos
L2 (010 [T o [0 1SS 41

Figura 23. Evolucién del crecimiento longitudinal de ovarios (arriba) y pétalos (abajo) de
flores pistiladas en dos lineas monoicas (P86 y P84) y una andromonoica (P87). Las letras
indican diferencias estadisticas entre genotipos (P<0,05). ....ccovviiiiiiiiiiiieiii e 42

Figura 24. Evolucion del crecimiento longitudinal de pétalos de flores masculinas en dos
lineas monoicas (P86 y P84) y una andromonoica (P87). Las letras indican diferencias
estadisticas entre genotipos (P=T0,05). ..cvviviiiiiiiiiiiei s 43

Figura 25. Evolucién del tamafio de ovario y pétalos en flores femeninas (arriba), y sélo de
pétalos en flores masculinas (abajo), de las lineas monoicas P86 y P84, y la linea
ANAIOMONOICA P87ttt ettt sttt et be e sbe e e sbeenne e 44

Figura 26. Comparacion del crecimiento de ovarios respecto al de estambres en flores
pistiladas en dos lineas monoicas (P84 y P86) y una andromonoica (P87). .........cccccccevvveunnne. 45



Figura 27. Comparacion del crecimiento de peétalos respecto al de estambres en flores
pistiladas en dos lineas monoicas (P84 y P86) y una andromonoica (P87). .........cc.cceeververuennn. 46

Figura 28. Comparacion del crecimiento de pétalos respecto al de ovarios en flores pistiladas
en dos lineas monoicas (P84 y P86) y una andromonoica (P87). .......ccccvevevervieseeieierienean, 47



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Superficie y produccién del cultivo de sandia en Espafia (fuente: Anuario de
estadistica del Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente, 2014). ... 3

Tabla 2. Taxonomia de 18 SANAIA. ........coviiiiiiiiiiee e 8
Tabla 3. Humedades relativas ptimas en el cultivo de la sandia. ...........cccccvevvvieiveceiienenn, 10
Tabla 4. Componentes de 1a PCR........coooiiie e 26
Tabla 5. Condiciones de 18 PCR..........coiiii e 27

Tabla 6. Genotipo y fenotipo de las lineas parentales P84 y P87, generacion F1 y generacion
F2. Las letras indican diferencias estadisticas entre genotipos (p<0,05). ....covvrervencrenennenn 32

Tabla 7. Segregacion de las plantas monoicas, parcialmente andromonoicas y andromonoicas
en la generacion F2 resultante del cruzamiento P8AXP8T..........ccccovvveieveieiese e, 33

Tabla 8. Longitud, grosor y tasas de crecimiento en frutos de las lineas P84 y P87, y las
poblaciones F1 y F2. Las letras indican diferencias estadisticas entre genotipos (p<0,05)..... 38

Tabla 9. Forma del fruto de sandia en antesis y 14 DPA de las lineas P84 y P87, y las
poblaciones F1 y F2. R es la razon entre el didmetro longitudinal y transversal del fruto. Las
letras indican diferencias estadisticas entre genotipos (P<0,05). ....ccovverriiriieniiiiieniinieenens 40






Implicacion del gen CitACS4 en el desarrollo de flores y frutos de sandia (Citrullus lanatus)

1. INTERES Y OBJETIVOS

1.1. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE LA SANDIA A NIVEL MUNDIAL

La sandia (Citrullus lanatus) es una especie vegetal muy extendida geograficamente,
con diversas y variadas técnicas culturales, ya sea en secano, regadio, aire libre o en
invernadero (Reche, 1994). Pertenece a la familia de las Cucurbitaceas y presenta mucha
variabilidad en relacion a sus frutos (tamafio, forma, color, patron de coloracién, textura, etc.)
y a sus caracteristicas vegetativas (habito de crecimiento, longitud y grosor de los entrenudos,
tamanio de las hojas, etc).

Segun la base de datos estadisticos de la F.A.O, en el afio 2014, China fue el mayor
pais productor de sandia a nivel mundial con el 67,4% de la produccion (74.843.000 t),
seguida muy de lejos por Turquia e Iran con unas producciones de 3.885.617 t y 3.568.134 t
respectivamente (Figura 1). Espafia se sitla en el puesto decimotercero con una produccién de
858.575 t. Ademas, Asia es considerablemente el principal productor de sandia a nivel
continental por delante de Africa, América, Europa y Oceania.

PRODUCCION MUNDIAL (2014)
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Figura 1. Principales paises productores de sandia a nivel mundial (elaboracion propia a partir de
F.A.O 2014).

Dentro del marco de la Union Europea, Espafia es el mayor productor de sandia con
858.575 t producidas (Figura 2). Le siguen Grecia con una produccion de 543.230 t, y
Rumania con una produccion de 474.642 t.

Pagina | 2



Implicacion del gen CitACS4 en el desarrollo de flores y frutos de sandia (Citrullus lanatus)

PRODUCCION UNION EUROPEA (2014)
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Figura 2. Principales paises productores de sandia dentro de la Unién Europea (elaboracion propia a
partir de F.A.O 2014).

1.2. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE LA SANDIA EN ESPANA Y ALMERIA

Segun los datos recogidos en el anuario de estadistica del Ministerio de Agricultura y
Pesca, Alimentacion y Medio Ambiente, en 2014 la produccion de sandia en Espafia alcanz6
las 923.320 t, y la superficie destinada a su cultivo se situ6 en las 18.059 ha. Andalucia es la
principal comunidad auténoma productora representando el 61,5% de la produccién y el
53,9% de la superficie cultivada. La provincia de Almeria es la principal zona de produccion
en Espafia; representa el 48,4% de la produccién total con 447.120 t y el 39,3% de la
superficie con 7.100 ha cultivadas. Le sigue Murcia con una produccién de 141.311 t y una
superficie de 2.214 ha (Tabla 1).

Tabla 1. Superficie y produccion del cultivo de sandia en Espafia (fuente: Anuario de estadistica del
Ministerio de Agricultura y Pesca, Alimentacién y Medio Ambiente, 2014).

Castilla-La 626 2.126 - 2.752 111.431
Mancha

R. de Murcia - 2.142 72 2.214 141.311

Otras 166 2.096 1.097 3.358 102.860

Andalucia 93 3.886 5.756 9.735 567.718

Almeria - 1.622 5.478 7.100 447.120

- 885 10.250 6.925 18.059 923.320
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Implicacion del gen CitACS4 en el desarrollo de flores y frutos de sandia (Citrullus lanatus)

De hecho, la sandia es uno de los principales cultivos de la provincia de Almeria segln
datos del Andlisis de la campafia hortofruticola de Almeria de Cajamar 2014/2015. La sandia
representa el 15,6% de la produccion total horticola de la provincia, siendo el tercer cultivo en
importancia después del tomate y el pimiento (Figura 3).
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Figura 3. Produccion de los principales cultivos horticolas de la provincia de Almeria (elaboracion
propia a partir del Andlisis de la campafia hortofruticola de Almeria de Cajamar, campafia 2014/2015).

También cabe destacar que, segun datos del servicio estadistico ESTACOM del
Ministerio de Economia, Industria y Competitividad del afio 2015, Almeria fue la mayor
provincia exportadora de sandia con 287.360 t vendidas al exterior, lo que supone el 42,89%
de la exportacién nacional de este cultivo. El principal pais destinatario fue Alemania con el
49,35% de la exportacion, seguido de Francia con el 14,52% y Paises Bajos con el 8,77%
(Figura 4).

PRINCIPALES PAISES EXPORTADORES DE
SANDIA DE LAPROVINCIA DE ALMERIA (2015)
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Figura 4. Principales paises importadores de sandia de la provincia de Almeria en el afio 2015
(elaboracion propia a partir del servicio estadistico ESTACOM del Ministerio de Economia, Industria
y Competitividad, 2015).
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1.3. INTERES DE LA INVESTIGACION

La sandia es un cultivo util para la investigacion genética debido al pequefio tamafo
de su genoma (424 millones de pares de bases), y a los muchos mutantes de genes disponibles
(Guner y Wehner, 2004).

Se ha detectado que una de estas mutaciones (C364W) ocurre en el alelo A del gen
responsable de la biosintesis de etileno (CitACS4), una hormona que juega un papel esencial
en el control de la expresion sexual en la familia de las Cucurbitaceas ya que regula el aborto
de los estambres durante el desarrollo de las flores femeninas en sandias monoicas. Dicha
mutacion reduce la produccion de etileno en las yemas florales femeninas, promoviendo la
conversion de flores femeninas en hermafroditas y, por tanto, de monoecia en andromonoecia
(Manzano y col., 2016).

Ademas, se ha demostrado que un aumento de la temperatura en el cultivo de sandia es
suficiente para inducir una reduccion en la produccién de etileno en los meristemos apicales
de las plantas de sandia, resultando también en inestabilidad a la monoecia y en la conversion
de flores femeninas en flores hermafroditas (Manzano y col., 2014).

Esta masculinizacion de flores femeninas estd asociada con una reduccion en el
cuajado de frutos, asi como en la presencia de la flor pegada al fruto y el consiguiente
aumento de la cicatriz del cierre pistilar, favoreciendo la podredumbre del mismo vy
repercutiendo negativamente en su calidad y comercializacion.

La explicacion a estos pardmetros externos del fruto podria encontrarse en una
descoordinacion del desarrollo y maduracion de los organos florales en las flores
hermafroditas, lo que impediria una correcta polinizacion y fertilizacion (Manzano y col.,
2016).

Por tanto, el interés de este estudio es determinar si los alelos del gen CitACS4,
ademas de cosegregar con la monoecia y andromonoecia, también lo hacen con otros rasgos
externos en el desarrollo de flores y frutos de sandia que hasta ahora no han sido
suficientemente investigados como el cuajado, la tasa de crecimiento del ovario y del fruto, el
cierre pistilar y la forma del fruto.

1.4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

Primero. Analizar la cosegregacion entre el gen CitACS4 vy la
monoecia/andromonoecia en las poblaciones F1 y F2 resultantes del cruce de una linea pura
monoica (P84) y una linea pura andromonoica (P87).

Segundo. Determinar la funcién del gen CitACS4 en el control de rasgos de interés
agrondémico como el cuajado de la fruta, el cierre pistilar o la forma del fruto.

Tercero. Estudiar la implicacion del gen CitACS4 en el desarrollo de ovarios, pétalos
y estambres de dos lineas puras monoicas (P84 y P86) y una linea pura andromonoica (P87).
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Implicacion del gen CitACS4 en el desarrollo de flores y frutos de sandia (Citrullus lanatus)

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. CARACTERISTICAS DEL CULTIVO DE LA SANDIA

2.1.1. Origen y utilizacion

El origen de la sandia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai) se sittia en Africa
central e India. Su cultivo se inicid en el antiguo Egipto y se extendié desde alli a través de
diferentes paises del Mediterraneo, Oriente proximo y Asia. De hecho, se han encontrado
restos de semillas que datan de entre 4.000 y 5.000 afios en Egipto, Sudan y Libia (Paris,
2016).

La sandia fue introducida en Europa a través de Espafia, observandose en Cérdoba y
Sevilla hacia los afios 961 y 1158 respectivamente. La propagacién de la sandia en el norte de
Europa fue relativamente lenta, y no se introdujo en las Islas Britanicas hasta finales del siglo
XVI, tal vez debido al clima desfavorable para el cultivo en gran parte de Europa. Mas tarde
se introduciria la sandia en América y en otras partes del mundo a medida que se establecian
nuevas rutas comerciales que favorecian el comercio (Wehner, 2008).

A pesar de su historia y en contraste con su evidente diversidad de tamafio, forma y
coloracion tanto externa como interna, las sandias poseen poca variacion genética, lo que
indica que en su evoluciéon bajo domesticacion han sido sometidas a un severo cuello de
botella 0 a una serie de ellos, que han mejorado sus caracteristicas agronémicas (Paris, 2016).
Asi, se ha logrado pasar de sandias con maduracion tardia, pequefio tamafio de fruto y sabor
amargo, a sandias con maduracién temprana, mayor tamafio de fruto y sabor dulce, entre otras
caracteristicas (Wehner, 2008). Su citologia, genética, reproduccion y biotecnologia han sido
ampliamente estudiadas y, como resultado, se han desarrollado numerosas variedades de
polinizacién abierta (diploides) e hibridos tanto diploides (con semillas) como triploides (sin
semillas).

En cuanto a su utilizacién, la sandia se consume al natural, pero ademas puede
emplearse en la preparacion de zumos, helados, mermeladas, etc. Ha de ser jugosa, azucarada
y de pulpa roja, y es considerado un alimento refrescante, depurativo y diurético (Reche,
1998).

2.1.2. Taxonomia y descripcion botanica

La sandia es una hortaliza englobada en la familia Cucurbitaceae. Ademas de esta
importante especie, dentro de la familia de las Cucurbitaceas podemos encontrar hasta 825
especies, agrupadas en 118 géneros (Zomlefer, 2004), los cuales estdn ampliamente
distribuidos en paises calidos y con algunos representantes en areas templadas y frias. Los
géneros mas grandes son Cayaponia con 60 especies, Momordica con 45 y Gurania, Syclos y
Trichosanthes que cuentan con 40 especies cada uno (Jeffrey, 1990). Sin embargo, son mas
importantes las especies cultivadas que se encuentran en los géneros Citrullus, Cucurbita y
Cucumis, como son la sandia (Citrullus lanatus), el calabacin (Cucurbita pepo), los diferentes
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tipos de calabaza (Cucurbita pepo, Cucurbita moschata, Cucurbita maxima, Cucurbita
argyrosperma), el pepino (Cucumis sativus) y el melén (Cucumis melo).

Citrullus lanatus tiene 22 cromosomas (2n=22, x=11). Tras haber sido estudiado
taxondmicamente, se dividid el género Citrullus en cuatro especies: C. lanatus, C. ecirrhosus,
C. clocynthis y C. renmii (Wehner, 2008).

En la Tabla 2, se detalla la organizacion taxonémica de la sandia (Reche, 1988):

Tabla 2. Taxonomia de la sandia.

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Cucurbitales
Familia Cucurbitaceae
Subfamilia Cucurbitoideae
Tribu Benincaseae
Subtribu Benincasinae
Género Citrullus
Especie C. lanatus (Thunb) Matsum&Nakai

En cuanto a la descripcion botéanica, la sandia es una planta herbacea, anual, rastrera o
trepadora si se le facilita un entutorado adecuado, propia de cultivos intensivos de secano y
regadio (Reche, 1998).

Presenta una raiz principal que se ramifica en raices primarias y éstas, a su vez,
vuelven a subdividirse. En relacion con las raices secundarias, la raiz principal alcanza un
gran desarrollo (Reche, 1998).

La planta comienza a desarrollarse con un brote principal hasta completar 5-6 hojas
bien formadas. A partir de ese momento se inician las brotaciones de segundo orden, que
nacen en los nudos del tallo principal. De estos nudos nacen, a su vez, ramas de tercer orden
gue van conformando la planta. Los tallos son herbaceos, cilindricos, largos, asurcados
longitudinalmente y muy pelosos. También son trepadores y disponen de zarcillos caulinares,
cuyo extremo puede ser bifido o trifido (segun esté hendido en dos o tres parte) (Reche,
1998).

Las hojas son pecioladas y lobuladas, disponiendo de entre 3-5 I6bulos que se insertan
alternativamente a lo largo del eje principal. El haz del limbo es muy suave al tacto, mientras
que el envés es muy aspero y con las nerviaciones muy pronunciadas (Reche, 1998).

De las axilas de las hojas nacen las yemas florales que dan lugar a las flores. Estas son
de color amarillo, solitarias y pedunculares (Figura 5), atrayendo a los insectos por su color,
aroma y néctar. La flor de la sandia puede ser masculina o estaminada, hermafrodita o
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perfecta y femenina o pistilada. Las flores femeninas daran origen al fruto una vez
polinizadas, diferencidndose facilmente de las masculinas porque poseen un ovario infero que
se aprecia notablemente (Reche, 1998). Los cultivares monoicos son los mas comunes (flores
unisexuales masculinas y femeninas coexistiendo en la misma planta) aunque también hay
cultivares andromonoicos (flores hermafroditas y unisexuales masculinas coexistiendo en la
misma planta) (Wehner, 2008).

Ademas, mientras que las flores unisexuales femeninas tienen un gineceo de tres
carpelos, las flores unisexuales masculinas constan de cinco estambres. La corola de todas las
flores esta formada por cinco pétalos unidos por su base (Reche, 1988).

El fruto de la sandia es una baya grande con placenta carnosa y epicarpio quebradizo,
generalmente liso, de color, forma y tamario variables (segun variedad), esférico y que puede
llegar a los 20 kg de peso, aunque los tamafios mas frecuentes oscilan entre 6-8 kg de peso.
En su interior hay un porcentaje de agua entre el 90-95% y un gran numero de semillas. Estas
semillas son aplastadas, ovoides, duras y de peso y color también variables (Reche, 1988).

Figura 5. Morfologia de la planta de sandia. 1: Flor femenina, 2: Flor masculina, 3: Hoja, 4: Fruto.
2.1.3. Requerimientos edafoclimaticos
2.1.3.1. Temperatura
La sandia requiere temperaturas de germinaciéon de 15 °C como minimo, aunque el

Optimo se sitla alrededor de los 25 °C. La floracion requiere temperaturas que oscilen entre
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18-25 °C ya que temperaturas mas bajas pueden interferir negativamente en la polinizacion y
cuajado de frutos, y éstos aunque se desarrollen pueden aparecer deformados. El crecimiento
vegetativo y la maduracién suelen requerir temperaturas entre 23-28 °C. Ademas, hay que
tener en cuenta algunas temperaturas criticas de la planta de la sandia: a los 0 °C se hiela, y en
el intervalo de 11-13 °C la planta detiene su desarrollo (Camacho, 2003).

2.1.3.2. Humedad

Es un factor climéatico importante en el desarrollo de las plantas tanto por la incidencia
que tiene en el desarrollo de plagas y enfermedades como en el crecimiento de la planta,
siendo critico en algunos estados fenoldgicos como es la floracion (Camacho, 2003).Cuando
existe exceso de humedad ambiental, se produce una condensacion de agua en las paredes y
techo del invernadero que origina el goteo sobre las plantas y suelo, provocando el aumento
de enfermedades aéreas (Reche, 1998). En la Tabla 3 se presentan las humedades relativas
optimas en las distintas fases de desarrollo en porcentaje (Gazquez, 2015).

Tabla 3. Humedades relativas 6ptimas en el cultivo de la sandia.

Inicio del desarrollo 65-80
Floracion 60-70
Fructificacion 60

2.1.3.3. Luminosidad

La luminosidad influye en el fotoperiodo, es decir, en la reaccion e influencia que
tiene la duracion del dia sobre las plantas y principalmente sobre el momento de la floracion
(Camacho, 2003).

Los tejidos del ovario de la flor se desarrollan estrechamente influenciados por la
temperatura y las horas de iluminacion. Se puede afirmar que dias largos y temperaturas
elevadas favorecen la formacion de flores masculinas, mientras que dias cortos con
temperaturas bajas inducen el desarrollo de flores con ovarios (Gazquez, 2015).

La iluminacion muy debil favorece el ahilamiento en los semilleros, y la iluminacion
intensa incrementa, en general, el nmero de flores y la precocidad en la maduracién de los
frutos (Reche, 1998).

2.1.3.4. Suelo

No se trata de un cultivo muy exigente en suelos, aunque se desarrolla correctamente
en suelos francoarenosos bien drenados, ricos en materia organica y fertilizantes. La practica
del enarenado, hace que el suelo no sea un factor limitante en el cultivo de la sandia, ya que
una vez implantado se adecuara la fertilizacion al medio (Gazquez, 2015).
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2.2. DESARROLLO FLORAL

Para asegurar el éxito reproductivo, el proceso de transicion floral en plantas
angiospermas como la sandia esta regulado por un complejo circuito de expresion génica que
integra las multiples sefiales ambientales recibidas (fotoperiodo, calidad y cantidad de luz,
temperatura) con otras endogenas y de desarrollo (edad de la planta, nivel de sacarosa o de
distintas fitohormonas) en una serie de rutas de transmision de sefiales que termina en la
expresion de los genes de tiempo de floracion. De esta manera, se aseguran florecer en el
momento en que hayan acumulado las reservas internas suficientes y en que las condiciones
ambientales sean favorables (Segui, 2011).

El desarrollo de las plantas con flores es una progresion ordenada desde el embrion
hasta la planta madura. Esta transicion se caracteriza por la transformacion de un meristemo,
vegetativo hasta ese momento, en un meristemo floral que generara directamente una flor.

La mayoria de los embriones de plantas angiospermas sufren un patron estereotipico
de division celular para formar una estructura simple con un eje radial y un eje apical-basal.
Mientras que en el eje radial se establecen los primordios foliares, en el eje apical se establece
el meristemo apical vegetativo. Este consta de una coleccion de células totipotentes capaces
de generar cualquier tipo de tejido.

Después de un periodo de crecimiento vegetativo, una combinacién de sefiales
enddgenas y ambientales induce el desarrollo floral. Durante esta transicion floral, el
meristemo apical se convierte en un meristemo floral que dara lugar exclusivamente a la flor,
con los drganos que la componen. A partir de aqui, el patrén de desarrollo del meristemo
floral variard mucho dependiendo de cada tipo floral. El crecimiento vegetativo seguira a
partir de la yema axilar de la hoja mas cercana al meristemo apical, desplazando el meristemo
floral (Krizek y Fletcher, 2005).

Las flores hermafroditas de las angiospermas estan formadas por cuatro verticilos
florales: los dos méas externos son verticilos estériles (corola y céliz), mientras que los dos
mas internos son los 6rganos sexuales (androceo y gineceo). Coen y Mayerowitz (1991)
propusieron un modelo de interaccion génica (Figura 6) en el cual, cada 6rgano floral se
expresaba por la accion de determinados genes clasificados en tres grupos (A, B y C). Cada
uno de estos grupos de genes se expresa Unicamente en dos de los cuatro verticilos florales vy,
por tanto, en dos de los cuatro 6rganos florales. Asi, los genes del grupo A controlan la
diferenciacion de los sépalos; los genes de los grupos A y B expresados conjuntamente dan
lugar a los pétalos; los genes de los grupos B y C expresados conjuntamente determinan los
estambres, y los genes del grupo C forman los carpelos.

Estos cuatro verticilos se han conservado a través de la evolucion. Sin embargo, las
flores unisexuales s6lo poseen uno de los dos verticilos internos. Esto se debe a que en las
etapas de desarrollo temprano la flor presenta los dos sexos, pero es en estadios avanzados
cuando se produce la detencion del desarrollo de uno de ellos. EI momento en el que se
produce el aborto es distinto segun la especie (Dellaporta y Calderon-Urrea, 1993).
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Figura 6. Modelo ABC de control genético de la identidad de los érganos florales. A: Tipos de genes
homedticos que controlan la identidad de los érganos florales. B: Ejemplos de fenotipos mutantes para
cada uno de los grupos de genes homeoticos (Azon-Bieto y Taldn, 2000).

- ———

2.3. DETERMINACION DEL SEXO EN LAS PLANTAS

Tres tipos de flores han sido identificadas en angiospermas: estaminadas 0 masculinas,
pistiladas o femeninas y hermafroditas o bisexuales. El fenotipo sexual de una planta es el
resultado de la presencia/ausencia y distribucion del patron de estos tres tipos de flores en
plantas individuales (Ji y col., 2015). Es decir, aquellas plantas cuyas flores tengan androceo
(aparato reproductor masculino) seran masculinas; las que tengan gineceo (aparato
reproductor femenino) serdn femeninas, y las que presenten tanto androceo como gineceo
serén hermafroditas (Taiz y Zeiger, 2006).

En funcion del tipo y distribucion de los distintos tipos de flores en la planta, ésta
podra ser monoica, dioica o hermafrodita (Taiz y Zeiger, 2006). Aproximadamente el 90% de
las especies de angiospermas producen flores hermafroditas en la que todos los verticilos se
desarrollan correctamente, y los carpelos y estambres son fértiles. Solo el 6% de las plantas
con flores son especies dioicas, es decir, producen flores femeninas y masculinas en distintas
plantas; y el 7% son especies monoicas, es decir, producen flores femeninas y masculinas en
la misma planta (Diggle y col., 2011).

Histéricamente, se han reconocido dos amplias categorias de flores unisexuales. En la
categoria “tipo 17, las flores son hermafroditas en la iniciacion y se convierten en unisexuales
por la parada del desarrollo del androceo o gineceo, o por el aborto de los 6rganos
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reproductivos. En la categoria “tipo II”, la diferenciacion sexual se produce antes de la
iniciacion de los estambres y carpelos. Hay que tener en cuenta que el desarrollo de un
androceo y gineceo funcionales es un proceso complejo que implica un gran numero de
genes. Ademas, cambios genéticos en cualquier punto del comienzo de su maduracion podria
conducir al desarrollo de flores unisexuales (Diggle y col., 2011).

El fenotipo sexual de los cultivares de sandia puede ser monoico o andromonoico
aunque, en la actualidad, la mayoria son del primer tipo. Normalmente, en los cultivares de
sandia, el namero de flores pistiladas (o femeninas o hermafroditas) es bajo, con un intervalo
fenotipico de 4-15 flores masculinas seguido por otro intervalo de flores pistiladas,
dependiendo del genotipo. Tras la fase masculina comienza la fase reproductiva, que se
caracteriza por una alternancia de flores masculinas y pistiladas en proporciones variables.
Por dltimo tiene lugar una fase de desarrollo femenino donde la planta produce mayormente
flores pistiladas. No obstante, este patron de desarrollo puede verse alterado como
consecuencias de cambios ambientales y hormonales y por el genotipo de la variedad de la
planta (Aguado, 2015).

2.3.1. Determinacién del sexo en la familia de las Cucurbitéceas

En Cucurbitaceae, una amplia gama de fenotipos sexuales han evolucionado vy, al
igual que en otras especies de plantas unisexuales, el dimorfismo estd genéticamente
controlado por loci relacionados con el sexo y modificado por factores ambientales y
hormonales (Salman-Minkov y col., 2008).

En esta familia, los primordios florales son inicialmente bisexuales. La determinacion
es realizada mediante la detencién del desarrollo de los 6rganos masculinos o femeninos,
dando lugar a flores unisexuales.

Esta variacion esta genéticamente controlada por genes determinantes del sexo que
rigen el destino y desarrollo de las yemas florales individuales, asi como el patron sucesivo de
flores masculinas, femeninas y hermafroditas a lo largo de la planta entera (Boualem y col.,
2009). Los fenotipos sexuales del pepino (Cucumis sativus) estan controlados por los loci F
(femenino) y M (monoecia), cuya combinacion produce fenotipos hermafroditas,
andromonoicos, monoicos Yy ginoicos (Yamasaki y col., 2001). En melén (Cucumis melo), la
herencia del sexo esta basada en los loci A (andromonoico) y G (ginoico) (Kenigsbuch y
Cohen, 1990). Por su parte, el fenotipo sexual en sandia esta controlado por un solo gen que
presenta dos alelos: el alelo dominante A que confiere monoecia, frente al alelo recesivo a que
confiere andromonoecia (Rosa, 1928).

Sin embargo, la expresion sexual en esta familia también puede verse afectada por
factores ambientales tales como la intensidad de la luz, el fotoperiodo y la temperatura
(Manzano y col., 2014). Asi, condiciones de invierno con dias cortos, baja intensidad de luz y
bajas temperaturas nocturnas promueven la produccion de flores femeninas, mientras que
condiciones de verano incrementan la produccién de flores masculinas. En calabacin
(Cucurbita pepo), bajas temperaturas inhiben el desarrollo de flores masculinas e incrementan
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el nimero de flores femeninas por planta, mientras que altas temperaturas inducen una
transformacion parcial o completa de flores femeninas en bisexuales (Pefiaranda y col., 2007).

En sandia se observa el mismo comportamiento. La mayoria de procesos relacionados
con la floracion y el crecimiento del tubo polinico se ven influenciados principalmente por la
intensidad de la luz y la temperatura. La expresion del sexo y el crecimiento del tubo polinico
también se ven afectados por la luz. Esto sugiere que la temperatura puede controlar la
fructificacion influyendo en el nimero de flores, tamafio del ovario, nUmero de 6vulos y la
tasa de crecimiento del tubo polinico, y que la luz puede actuar a través de su efecto sobre el
desarrollo del évulo, ademas del crecimiento vegetativo (Sedgley y Buttrose, 1978). De
hecho, en sandia, temperaturas altas que rondan los 32°C, suprimen la floracion femenina y
promueven una tendencia a la masculinidad (Rudich y Peles, 1976).

La expresion sexual también estad regulada por diferentes hormonas. Mientras que las
giberelinas promueven la produccién de flores masculinas, las auxinas promueven la
produccion de flores femeninas, aunque su efecto parece estar mediado por la principal
hormona reguladora de la expresion sexual en esta familia: el etileno (Pefiaranda y col., 2007).
Estudios previos han demostrado que tratamientos externos con etileno favorecen la
formacion de flores femeninas en cultivares monoicos de meldn, pepino y calabacin. Por su
parte, la aplicaciébn de inhibidores de la biosintesis del etileno, incluyendo el
aminoetoxivinilglicina (AVG) o el tiosulfato de plata (STS), favorecen el desarrollo de flores
masculinas por planta.

El etileno también es un importante regulador de la expresion sexual en sandia. Sin
embargo, tratamientos externos con la hormona inducen la produccion de flores masculinas,
mientras que tratamientos externos con inhibidores del etileno aceleran la aparicion de la
primera flor femenina e incrementan el ndmero de flores femeninas por planta, que es
justamente lo contrario a lo que ocurre en otras Cucurbitaceas (Manzano y col., 2016).
Ademas, los tratamientos con etefon retrasan la transicion de la flor femenina y reducen el
namero de flores femeninas/bisexuales por planta (Manzano y col., 2014).

2.3.2. Regulacion de la sintesis de etileno

La hormona vegetal etileno esta involucrada en muchos aspectos del ciclo vital de las
plantas y ve aumentada su produccion en procesos como germinacion de semillas, desarrollo
radicular, nodulacion de raices, senescencia de flores, abscisién y maduracion de frutos
(Johnson and Ecker, 1998). Ademas, también es regulada por sefiales internas y en respuesta
a estimulos ambientales de estreses bioticos y abioticos, tales como heridas, enfriamiento o
congelacion (Wang, Li y Ecker, 2002). Incluso el etileno puede regular su propia biosintesis,
ya sea incrementandola (autoestimacion) o disminuyéndola (autoinhibicién) (Manzano,
2009).

El etileno se sintetiza a partir del aminodcido metionina (Met) mediante tres
reacciones principales (Figura 7).
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La primera reaccion estd catalizada por la enzima S-adenosilmetionina sintasa
(SAMS) vy regula la conversion de la metionina en S-adenosilmetionina (SAM) con el
requerimiento de una molécula de ATP por cada molécula de SAM sintetizada.
Aproximadamente el 80% de la metionina celular es convertida en SAM. Esta molécula es el
principal donante del grupo metilo en las plantas y es utilizado como sustrato de muchas vias
bioquimicas. Por ello, participa en reacciones de metilacion que modifican lipidos, proteinas y
acidos nucleicos.

La segunda reaccion esta catalizada por la enzima ACC sintasa (ACS) y regula la
conversion de SAM en &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC). En este proceso, la
ACC sintasa también produce 5’-metiltioadenosina (MTA), el cual puede volver a convertirse
en metionina a traves del ciclo de la metionina o ciclo de Yang en honor a su descubridor. El
reciclaje de MTA a metionina permite mantener una concentracion constante de la metionina
celular incluso cuando el etileno se sintetiza rapidamente.

La tercera y Ultima reaccion esté catalizada por la ACC oxidasa (ACO) y regula la
conversion de ACC en etileno, produciendo también CO> y cianuro, el cual es desintoxicado a
B-cianoalanina por la B-cianoalanina sintasa para prevenir la toxicidad por acumulacion de
altas tasas de cianuro durante la sintesis de etileno (Wang, Li y Ecker, 2002).

Como se ha descrito anteriormente, la biosintesis de etileno es regulada positiva o
negativamente por multiples factores exdgenos y endogenos. Asi, procesos como la
maduracion de los frutos, los estreses bidticos o abioticos y las auxinas, son capaces de
inducir la sintesis de ACC vy de etileno a través de un aumento de la actividad de las enzimas
ACS y ACO (Nakagawa y col., 1991; Liang y col., 1992; Mckeon y col., 1995; Vogel y col.,
1998).
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ACTIVADORES
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Figura 7. Ruta de la biosintesis del etileno. Las reacciones mediadas por las enzimas ACC sintasa
(ACS) y ACC oxidasa (ACO) son los pasos limitantes en la sintesis (elaboracion propia a partir de
Kierber y col., 1993; Manzano, 2009).

2.3.3. Determinacion del sexo y genes ACS de biosintesis de etileno

Como se ha expuesto en el apartado anterior, la expresion sexual en pepino esta
controlada por los loci F (femenino) y M (monoecia), cuya combinacion produce fenotipos
hermafroditas, andromonoicos, monoicos y ginoicos. El alelo dominante F es necesario para
el desarrollo de flores pistiladas, mientras que el alelo M es requerido en la detencion del
desarrollo de los estambres en flores femeninas. El alelo recesivo a confiere el fenotipo
andromonoico. En melon, la herencia del sexo estd basada en los loci A (andromononica) y G
(ginoico). Al igual que en pepino, la supresion de los estambres en las flores pistiladas
depende del alelo dominante A, el cual seria homdlogo al locus M en pepino.

La expresion del sexo en el género Cucumis esta estrechamente relacionada con la
produccion de etileno. Los loci F y M fueron clonados en pepino, y se correspondieron con
dos genes miembros de la familia ACS (1-aminociclopropano-1-sintasa carboxilato):
CsACS1G y CsACS2 respectivamente. Dichos genes estan implicados en la ruta de
transduccion de sefiales en el proceso de biosintesis de etileno. El locus A en melon también
codifica un gen implicado en la biosintesis de etileno, CmACS7. Estos hechos ponen de
manifiesto que los dos principales loci que participan en la determinacién del sexo en pepino,
y uno de los responsables de la determinacion del sexo en meldn, corresponden a genes
involucrados en la biosintesis de etileno. El programa de desarrollo que conduce a la
bisexualidad en las flores en pepino, meldén y calabacin es el resultado de la mutacién en los
genes de biosintesis de etileno CSACS2, CmACS7 y CpACS27A, respectivamente, indicando
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que el aborto de los estambres en las flores femeninas de estas tres especies requiere de la
produccion especifica de etileno mediada por estos tres genes en etapas muy tempranas del
desarrollo de la flor pistilada (Manzano y col., 2016).

En sandia también existe un gen ACS ort6logo a los mencionados anteriormente,
aunque su estudio fue llevado a cabo més tarde. Para ello se secuenciaron los genes conocidos
del genoma de la sandia y se compararon con el de las otras Cucurbitaceas para detectar
homologias en las secuencias de nucleotidos. De esta manera se identificé un gen denominado
CitACS4, el cual fue clonado y caracterizado en lineas monoicas y andromonoicas (Manzano
y col., 2016).

En otras Cucurbitaceas, la andromonoecia esta conferida por una mutacién en los
genes de biosintesis de etileno CmACS7, CsACS2 y CpACS27A. Se ha detectado que la
mutacion C364W ocurrida en una linea andromonoica de sandia, cosegrega con el fenotipo
andromonoico ademas de una reduccion de la produccion de etileno en las yemas florales. Sin
embargo, no cosegrega con otros rasgos de la expresion del sexo como el numero de flores
pistiladas por plantas. Cabe destacar que tanto el control de la expresion del sexo, es decir, la
precocidad y produccion de flores femeninas por plantas, como el control de la determinacion
del sexo, es decir, los mecanismos que lideran el correcto desarrollo y diferenciacion de flores
unisexuales masculinas y femeninas, son procesos independientes en espacio y tiempo
regulados por el etileno, por lo que la reduccion de etileno en las yemas florales se relaciona
con la supresion de los estambres durante el desarrollo de las flores femeninas (Manzano y
col., 2016).

Feminidad Masculinidad

T T

. Flor femenina

Flor femenina
A 4

Etileno Etileno
L | R |
\‘>—-> . \“’~§ .
Etileno ~ Etileno
MA MF MA MF
Cucurbita + Cucumis Citrulllus

Figura 8. Modelo de regulacion del etileno en la expresion sexual y desarrollo floral en Cucurbita
pepo, Cucumis sativus, Cucumis melo (izquierda) y Citrullus lanatus (derecha). MA, meristemo
apical; MF, meristemo floral femenino (Manzano y col., 2014).

Manzano y col. (2014) propuso un modelo (Figura 8) para sandia en el cual la
produccién y accion de etileno en el meristemo apical esta regulada de manera diferente al
producido en los meristemos florales femeninos. Mientras que el primero controla la
expresion del sexo a lo largo del tallo, el segundo regula la diferenciacion y el desarrollo de
las flores femeninas.
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2.4. FISIOLOGIA DEL CUAJADO Y DESARROLLO DEL FRUTO

De manera general, el desarrollo inicial del fruto se puede dividir en tres fases
(Figura 9).

La primera fase comprende los procesos de desarrollo del ovario, fecundacion y
cuajado del fruto. En ella, el ovario toma la decision de abortar o proseguir con el desarrollo
del fruto, dependiendo de una o méas sefiales de crecimiento positivas generadas durante o
después de la polinizacién, y posiblemente tan tarde como la fecundacién. En el proceso de
polinizacion, el polen es transportado desde una flor masculina a otra femenina, ya sea
realizado mediante abejas, otros insectos, viento o manualmente (Gillapsy, Ben-David y
Gruissem, 1993). Una vez que el polen esta sobre el estigma de la flor femenina se produce su
germinacion y, a través del tubo polinico, avanza por el interior del estilo hasta que llega a la
cercania del évulo. Por la accién de las células sinérgidas, se produce la division del nucleo
germinativo del grano de polen y la doble fecundacién de la ovocélula y el nicleo secundario
para formar el zigoto (Camacho, 2003). Es sabido que en estos procesos el polen produce
giberelinas y que éstas a su vez inducen un incremento en el contenido de auxinas, las cuales
conducen al cuaje del fruto (Varoquaux y col., 2000).

La segunda fase comprende los procesos de division celular, formacion de semillas y
desarrollo temprano del embrién. Durante esta fase, el aumento del tamafio del fruto es bajo
debido a que las células en division son pequefias y estan fuertemente comprimidas. El
tamafio final del fruto dependera altamente del numero de células que posea (Varoquaux y
col., 2000).

La tercera y ultima fase comprende los procesos de expansion celular y maduracion
del embrion. En esta fase, el fruto crece a medida que la pared celular y la membrana
citoplasmatica se vuelven méas delgadas, permitiendo a las vacuolas ocupar una mayor
proporcion del volumen celular hasta alcanzar su tamafio final, a causa de la acumulacion de
carbohidratos, acidos organicos y otros compuestos necesarios para mantener la presion
osmotica y el flujo de agua en las células en expansion (Patrick y col., 2008). Normalmente,
la expansion celular aumenta el tamafio del fruto en cien veces y contribuye a alcanzar el
tamafio final del fruto (Gillapsy, Ben-David y Gruissem, 1993). Esta expansion de las células
en los tejidos del fruto no es paralela al proceso de desarrollo de la semilla, que no muestra un
aumento comparable de tamafio (Varoquaux y col., 2000).
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DESARROLLO DESARROLLODE
DEL FRUTO LA SEMILLA
Antesis

12 Fase: Desarrollo del

ovario, fecundacion y /— Polinizacion
cuajado del fruto _ 1
Cuajadodel «—— Fecundacion

fruto
22 Fase: Division celular, I Formacion de
formacion de la semillay Divisién lasemilla
desarrollo del embrion celular
Desarrollo del
embrién
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Etapa globular

32 Fase: Expansion celular 1
celulary maduracion del l Maduraciéri del embrién

embrion Fruto verde
maduro Embrion maduro

!

Madurez

Figura 9. Representacion esquematica sobre la analogia entre los procesos de desarrollo del fruto y de
la semilla (elaboracion propia a partir de Varoquaux y col., 2000).

Al final del desarrollo inicial, el fruto ha alcanzado su maximo tamafio e inicia el
proceso de maduracion. Durante la maduracion del fruto, hay cambios en los pigmentos y
compuestos volatiles aromaticos, conversion del almidon en azlcares, y una mayor
susceptibilidad a los patdégenos de postcosecha. Los procesos estructurales, bioquimicos y
fisiolégicos que ocurren durante la expansion celular y la fase de maduracion, conforman el
sabor, la textura y el atractivo global de los frutos maduros (Patrick y col., 2008).
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3. MATERIAL Y METODOS

Con el fin de analizar la implicacion del gen CitACS4 en el desarrollo de flores y
frutos en sandia (Citrullus lanatus), se realizé un ciclo de cultivo primavera-verano en el que
se evaluaron varios caracteres de interés agronémico como el cierre pistilar, el cuajado o la
forma del fruto de una linea pura monoica (P84) y una linea pura andromonoica (P87), asi
como la poblacién F1 resultante del cruce de ambas, y su F2. Por otro lado, se compard el
crecimiento de ovarios, pétalos y estambres de otra linea pura monoica (P86) con las dos
lineas puras mencionadas anteriormente.

3.1. EMPLAZAMIENTO DEL ENSAYO E INSTALACIONES

El trabajo de investigacion se realizo en el campo de précticas de la Universidad de
Almeria. Esta situado en La Cafiada de San Urbano, en el municipio de Almeria, cuya
identificacion catastral corresponde al poligono 58, parcela 79. En la Figura 10 se puede
observar el emplazamiento exacto del campo de practicas, que se encuentra junto a la
carretera local AL-3202. Las coordenadas UTM aproximadas del invernadero donde se
realizd el ensayo son: X=553.034,09 e Y=4.075.837,66. Es un invernadero tipo parral de
1.500 m2 de superficie y dotado de ventilacion lateral.

Figura 10. Emplazamiento del campo de précticas de la Universidad de Almeria. Fuente: Sistema de
Informacién Geografica de Identificacion de Parcelas Agricolas (SIGPAC).

El cultivo de las plantas destinadas a la recopilacion de datos referentes a caracteres de
interés agrondémico se establecio en maceteros sobre el suelo, utilizando fibra de coco como
sustrato. Por su parte, las plantas destinadas a la evaluacion del crecimiento de ovarios,
pétalos y estambres se establecieron en el suelo (Figura 11). En ambos casos, el marco de
plantacién del cultivo fue de 1 x 0,5 m.
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Las necesidades hidricas del cultivo se satisficieron mediante un sistema de riego
compuesto por dos bidones de riego, una bomba inyectora, cinco ramales portagoteros con
treinta y cinco goteros por ramal de tipo estaca en la zona de sandias establecidas en
maceteros, y cuatro ramales portagoteros con ocho goteros por ramal de tipo interlinea en la
zona de sandia establecidas en suelo.

Figura 11. Distribucion del cultivo de sandia y sistema de riego en el ensayo. Arriba, la zona de
sandia establecida en maceteros; abajo, la zona de sandia establecida en suelo.

3.2. CONDICIONES AMBIENTALES DEL INVERNADERO, MATERIAL
VEGETAL Y MANEJO DEL CULTIVO

3.2.1. Condiciones ambientales

El ensayo se realiz6 entre los meses de Abril y Junio de 2016, ciclo de cultivo
primavera-verano, debido a que la inestabilidad a la monoecia es notable sélo cuando las
temperaturas diurnas superan los 30 °C (Martinez, 2013).
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Figura 12. Temperaturas maximas y minimas diarias alcanzadas en la zona de ensayo durante los
meses de Abril, Mayo y Junio (elaboracién propia a partir de los datos obtenidos del Instituto de
Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera, Estacion Meteoroldgica de Almeria).

La temperatura méaxima alcanzada durante el trascurso del ensayo fue de 34 °C,
mientras las temperaturas minimas nocturnas no superaron los 22 °C (Figura 12). Estos saltos
térmicos favorecieron las condiciones del ensayo para estudiar los caracteres que se
pretendian observar. Ademas, las temperaturas se veran en gran medida moduladas por el
efecto del invernadero tipo parral, alcanzandose en el cultivo valores mas altos entre el dia y
la noche.

3.2.2. Material vegetal

El material vegetal utilizado en este trabajo fue cedido por la casa de semillas
Nunhems Spain SA (Bayer CropScience). Es el siguiente:

- 25 plantas de la linea pura P87 de fenotipo sexual andromonoico. Se caracteriza por
presentar una fase inicial masculina muy larga, seguida de una fase mixta en la que se
alternan flores masculinas y flores hermafroditas con desarrollo completo de
estambres.

- 15y 13 plantas de las lineas puras P84 y P86 respectivamente, de fenotipo sexual
monoico. Se caracterizan por presentar una menor fase inicial masculina en
comparacion con la linea P87, seguida de una fase mixta en la que se alternan flores
masculinas y flores pistiladas con distinto grado de desarrollo de los estambres, bajo
las condiciones ambientales del ensayo.

- 12 plantas de la generacion F1 procedente del cruce P84xP87.

- 141 plantas de la generacion F2 procedente de la autofecundacion de la F1.
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3.2.3. Manejo del cultivo

La siembra se realiz6 entre los dias 25 de Febrero y 7 de Marzo de 2016 en el
semillero Vital-Plant. EI 14 de Abril de 2016 se procedié al trasplante de las plantulas en el
suelo y en maceteros. ElI 23 de Mayo de 2016 se volvieron a trasplantar en maceteros de
mayor capacidad (Figura 13) para favorecer el correcto desarrollo de las raices. Ademas, este
mismo dia se entutoraron las plantas a un brazo.

Conforme se iban tomando las correspondientes medidas, se fueron eliminando
aquellos frutos que habian abortado para que los frutos seleccionados tuvieran un mejor
desarrollo y pudieran evaluarse mejor.

Figura 13. Segundo trasplante a maceteros de mayor capacidad.

3.3. TOMA DE DATOS

Para facilitar la toma de datos, desde el primer dia del ensayo se identificé cada
macetero con una rotulacién que hacia referencia a la poblacion a la que pertenecia y a la
posicion que ocupaba dentro de dicha poblacion. En la zona de las plantas establecidas en el
suelo se utilizaron carteles rotulados.

Tras realizar el segundo trasplante a maceteros mas grandes, se opté por marcar cada
planta con una etiqueta alargada rectangular en la que se indicaba su genotipo y la posicion
gue ocupaba dentro de dicha generacion.

Con respecto al seguimiento de las flores seleccionadas, éstas se marcaban con
escapularios en los que se indicaban la poblacién a la que pertenecia, la posicion que ocupaba
dentro de dicha poblacion, la fecha de polinizacion y su fenotipo sexual (Figura 14).
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Figura 14. Imagen de las distintas etiquetas empleadas durante el ensayo.

3.3.1. Toma de muestras foliares y extraccion de ADN gendmico

Para la extraccion de ADN, se tomaron dos muestras foliares por planta cuando éstas

desarrollaron la primera hoja verdadera, empleando para ello una lanceta. Después, se
introducian en tubos Eppendorf previamente rotulados con la poblacidn a la que pertenecia la
planta y la fecha de recogida del material. Por ultimo, se congelaban en campo en nieve
carbonica para mas tarde ser almacenados en un congelador a -80 °C.

El método utilizado en la extraccién de ADN se adapté a partir del protocolo del

método CTAB (Levi y Thomas, 1999). El proceso fue el siguiente:

Afiadir 700 ul de tampo6n de extraccion (2% CTAB, EDTA 20 mM, Tris 100 mM,
NaCl 1,42 M, pH 8) y 1,4 ul de B-mercaptoetanol.

Homogeneizar el tejido con ayuda de un vastago (Figura 15).

Agitar y centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos.

Recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo Eppendorf con cuidado.

A partir del sobrenadante, realizar diluciones 1:10 del ADN extraido con agua
destilada miliQ.
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Figura 15. Homogeneizacion de las muestras foliares tras afiadir el tampon de extraccion.

3.3.2. Genotipado de las plantas

El gen CitACS4 es el gen ACS de sandia que mayor homologia tiene con los genes
CmACS7 en meldn, CsACS2 en pepino y CpACS27A de Cucurbita.

Debido a que estos genes estdn implicados en el control de la monoecia de diversas
especies, Manzano y col. (2016) secuenciaron el gen CitACS4 para cada genotipo parental
estudiado (monoico y andromonoico) y detectaron un polimorfismo de un solo nucleétido, el
cual fue utilizado para disefiar primers o cebadores especificos que permitieran amplificar un
fragmento gendémico que incluyera al poliformismo mediante PCR. Para cada una de las
plantas se han realizado dos PCR: una amplificaba el alelo M y otra amplificaba el alelo A.
Los componentes, asi como las condiciones de amplificacion de la PCR, se presentan en las
Tablas 4 y 5 respectivamente.

Tabla 4. Componentes de la PCR.
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Tabla 5. Condiciones de la PCR.

Desnaturalizacion 95°C 3 min. 1 ciclo
inicial
Desnaturalizacion 95°C 30s.
Anillamiento 60 °C 30s. 35 ciclos
Extension 72°C 90s
Extension 72°C 7 min. 1 ciclo
16 °C Infinito

Los primers especificos mencionados anteriormente también fueron empleados en este
ensayo. La pareja CitACS4S-F y CitACS4M-R se utilizé para amplificar el alelo M, mientras
que la pareja CitACS4S-F y CitACS4A-R se utilizé para amplificar el alelo A. Las secuencias
nucleotidicas de los primers son las siguientes:

- Primer Forward (CitACS4S-F): TCCCGGGTTTAGAATCG.
- Primer Reverse (CitACS4M-R): CGGGCTTAAATTCATCCAG.
- Primer Reverse (CitACS4A-R): CGGGCTTAAATTCATCCAC.

Tras la PCR, se llevaron a cabo las electroforesis en geles de agarosa de tamafio medio
realizados a partir de 1 g de agarosa, 5 pl de bromuro de etidio y 100 mL de tamp6n TBE 1X.
En el gel se dispusieron dos peines de veinte pocillos cada uno para poder cargar las muestras
después. También se utilizé un marcador de peso molecular y concentraciéon de 1 Kb ladder
(0,7 ng/linea). Cabe destacar que, a la hora de cargar el gel, se dispusieron las muestras con
los primers que amplificaban el alelo M en la fila superior de pocillos, mientras que las
muestras con los primers que amplificaban el alelo A se dispusieron en la fila inferior. Asi se
facilitaria la identificacion de los alelos presentes en cada planta.

Por ultimo y, una vez terminada la electroforesis, se introdujo el gel de agarosa en un
sistema de imagen Alphalmager dotado de una camara ultravioleta y el software AlphaView.
El resultado puede observarse en la Figura 16.
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Figura 16. Genotipado de CitACS4 en algunas plantas de la F2 resultante del cruce P84xP87. En cada
una de las plantas analizadas, su ADN se utiliz6 para amplificar un fragmento de PCR del gen
CitACS4 de 271 pb. Nétese que las plantas que solo presentan la banda superior son homocigotas MM
y que las que solo presentan la banda inferior son homocigotas AA. Aquellas que presentan ambas
bandas son heterocigotas MA. NTC No Template Control (control negativo), C(M) Control alelo
monoecia, C(A) Control alelo andromonoecia.

3.3.3. Fenotipado del sexo

En sandia se ha observado que en determinadas condiciones climaticas (altas
temperaturas) las plantas pueden presentar flores femeninas, flores hermafroditas y flores con
tendencia al hermafroditismo. Para evaluar el fenotipo sexual de cada planta, poblacién y
genotipo, se defini6 el indice de Andromonoecia (IA). Las flores pistiladas tanto del tallo
principal como de los tallos secundarios se puntuaron de 1 a 3 segun el grado de desarrollo
que presentaban sus estambres, siguiendo la escala descrita por Martinez (2013) en C. pepo.
Asi, las flores pistiladas con anteras incipientes se puntuaron como 1, las flores pistiladas con
anteras de tamafio medio se puntuaron como 2 y las flores pistiladas que mostraban estambres
con anteras completamente desarrolladas se puntuaron como 3 (Figura 17).
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Figura 17. Clasificacion de las flores pistiladas segun su indice de Andromonoecia. (A) IA=1,
flores con anteras incipientes; (B) 1A=2, flores con anteras de tamafio medio; (C) IA=3, flores
con anteras completas; (D) Flor masculina.

3.3.4. Relacion entre la monoecia/andromonoecia y el cuajado de frutos

Para comparar el cuajado de los frutos, quince flores pistiladas de las lineas parentales
P84 y P87, generacion F1 y cada genotipo de la generacion F2, fueron polinizadas el dia de
antesis (Figura 18). A continuacion, se realiz6 un seguimiento de los frutos y también se
evalud el aborto de los mismos hasta 14 dias después de antesis (DPA).

Figura 18. Polinizacion manual de una de las flores seleccionadas.

3.3.5. Relacién entre la monoecia/andromonoecia, la forma del fruto y el cierre
pistilar

En relacion a la forma del fruto, nueve flores pistiladas de las lineas parentales P84 y
P87, generacion F1 y cada genotipo de la generacion F2, fueron polinizadas el dia de antesis.
A continuacion, se realizaron mediciones tanto del diametro longitudinal como del didametro
ecuatorial de cada fruto hasta 14 DPA, que posteriormente serian utilizadas para establecer la
ratio de cada fruto (R). Si R=1, el fruto se considera redondo, y si R>1, el fruto se considera
ovalado. Por altimo, se clasificd cada fruto dentro de una escala en funcién del tamafio de su
cierre pistilar, asignando 1 a los frutos con el menor tamafio, y 5 a los frutos con el mayor.
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3.3.6. Relacion entre la monoecia/andromonoecia y el desarrollo inicial del fruto

Con respecto al desarrollo inicial del fruto, se seleccionaron y polinizaron quince
flores pistiladas de las lineas parentales P84 y P87, generacion F1 y cada genotipo de la
generacion F2, y se procedio a medir la longitud y el grosor del ovario cada dos dias desde el
dia de antesis hasta 14 DPA. Las medidas se realizaron con un calibre digital.

3.3.7. Comparacion del crecimiento de ovario y pétalos en flores pistiladas y
masculinas de distintas lineas

A la hora de evaluar el crecimiento de ovario y pétalos, se seleccionaron quince flores
masculinas y quince flores pistiladas de 2 mm de tamafio de las lineas P84, P86 y P87 para su
posterior seguimiento longitudinal cada dos dias desde el dia de antesis hasta 14 DPA. Las
medidas se realizaron con un calibre digital.

3.3.8. Comparacién del crecimiento de estambres, ovario y pétalos en flores
pistiladas de distintas lineas

Para comparar el crecimiento de los 6rganos florales, doce flores pistiladas de las
lineas P84, P86 y P87 en cada uno de los diferentes estadios de desarrollo preantesis fueron
seleccionadas para la medicion en campo de pétalos y ovarios utilizando un calibre digital.
Posteriormente, estas flores se almacenaron en tubos Falcon para méas tarde medir los
estambres en la lupa con ayuda de papel milimetrado.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos obtenidos fueron analizados con el programa de analisis estadistico
Statistix Version 8.0, donde se realiz6 un andlisis a la varianza (ANOVA, p<0,05) con un
nivel de confianza del 95% para determinar las diferencias significativas entre las lineas puras
y las generaciones F1 y F2.

La comparacion de grupos se realizd mediante el método de minimas diferencias de
Fisher (LSD). También se realizd el test Chi cuadrado para determinar si la proporcion
fenotipica observada en la generacién F2 se ajustaba a la proporcién mendeliana esperada
para un gen.

Pagina | 30



- RESULTADOS Y DISCUSIC

=5 i'#
. 3 3 .

»




Implicacion del gen CitACS4 en el desarrollo de flores y frutos de sandia (Citrullus lanatus)

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. COSEGREGACION ENTRE LA MONOECIA/ANDROMONOECIA Y EL GEN
CitACS4

Con el fin de comprobar si las variantes alélicas M y A del gen CitACS4 cosegregan
con los fenotipos monoico y andromonoico en sandia, se ha determinado el genotipo y
fenotipo de 138 plantas de la F2 resultantes del cruce de las lineas P84xP87.

Para amplificar mediante la técnica de la PCR las variantes alélicas M y A, se
emplearon las dos parejas de primers especificos mencionadas en el apartado ‘“Material y
métodos™: la pareja CitACS4S-F y CitACS4M-R para amplificar el alelo M, y la pareja
CitACS4S-F y CitACS4-A para amplificar el alelo A.

El fenotipo de las plantas se basé en el indice de Andromonoecia (IA, Martinez y col.,
2014). Asi, las plantas con 1A=1-1,19 se consideraron monoicas; las plantas con 1A=1,2-2,27
se consideraron parcialmente andromonoicas, y las plantas con 1A=2,28-3 se consideraron
andromonoicas. Los resultados se pueden observar en la Tabla 6.

Tabla 6. Genotipo y fenotipo de las lineas parentales P84 y P87, generacion F1 y generacion F2. Las
letras indican diferencias estadisticas entre genotipos (p<0,05).

P84 MM 1,2622+0,0512 ¢ 3 6 0
P87 AA 2,9896+0,0990 a 0 0 12
F1 MA 1,9442+0,1116 b 0 10 2

MM 1,2207+0,0343 ¢ 24 17 0
F2 MA 1,8014+0,0599 b 7 47 9
AA 2,8036+0,0372 a 0 0 33

La linea andromonoica P87 ha producido flores masculinas y hermafroditas con
estambres completamente desarrollados (I1A=2,99). La linea monoica P84 ha producido flores
femeninas ademas de flores hermafroditas (1A=1,26). El fenotipo sexual de la poblacion
hibrida F1 derivada del cruce entre P84xP87 mostrd un fenotipo intermedio (IA=1,94). Cabe
destacar que, de las doce plantas que formaban parte de la generacion F1, diez presentaron
fenotipo parcialmente andromonoico, dos presentaron fenotipo andromonoico y ninguna
presentd fenotipo monoico. Este hecho evidencia que la linea P84 presenta un fenotipo
inestable para la monoecia, y que el fenotipo monoico no es completamente dominante sobre
el andromonoico, difiriendo de los resultados obtenidos por Rosa (1928), Porter (1937) y
Poole y Grimball (1944), quienes han indicado que la monoecia es un caracter dominante
sobre la andromonoecia en sandia. Con respecto a la generacion F2, las plantas con genotipo
MM se comportaron de manera similar al parental monoico y presentaron tanto flores
femeninas como hermafroditas (IA=1,22). Por su parte, las plantas con genotipo MA
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presentaron flores femeninas, masculinas y hermafroditas (IA=1,80), mientras que las plantas
con genotipo AA solo presentaron flores masculinas y hermafroditas (1A=2,80).

Aguado (2015) comprob6 en su ensayo las diferencias existentes entre tres lineas de
fenotipo monoico con respecto a una linea de fenotipo andromonoico y realizé ademas un
analisis genético formal para determinar el modo de herencia de este caracter. En sus
resultados observé que no todas las lineas monoicas se comportaron de la misma forma y que
habia lineas méas inestables para la monoecia que otras bajo las condiciones de cultivo
utilizadas, similares a las del presente trabajo. El diferente comportamiento de la F1 de los
cruzamientos que realizé indicaba que los alelos M de las diferentes lineas monoicas podrian
ser también diferentes.

Por su parte, Ji y col. (2015) realizaron diferentes cruces entre parentales monoicos,
andromonoicos y ginoicos, demostrando que la andromonecia esta controlada por un alelo
recesivo. También, sugirieron que las formas sexuales en sandia estan controladas por tres
alelos recesivos: andromonoecia (a), ginoecia (gy) y trimonoecia (tm), siendo el alelo a
epistatico a tm, es decir, la accion del alelo a enmascara o inhibe la accion del alelo tm.
Ademas, identificaron las plantas trimonocias como aquellas que producian flores femeninas,
masculinas y hermafroditas. Entre las posibles causas de que la linea parental monoica P84
sea tan inestable a la monoecia es que pueda presentar el alelo tm, o a la presencia en esta
linea de otro locus implicado en la expresidn sexual que todavia no ha sido identificado.

El gen CitACS4 se expresa en etapas muy tempranas del desarrollo de las flores
femeninas. Dado que es una enzima implicada en la biosintesis de etileno, esta mayor
produccién de etileno en las flores femeninas durante las etapas mas tempranas del desarrollo
floral es la responsable del aborto de los estambres en las flores femeninas de sandia y, por
tanto, de la monoecia (Manzano y col., 2014). El hecho de que las plantas heterocigotas MA
de la F1 y F2 muestren un fenotipo mas inestable para la monoecia o incluso puedan tener un
fenotipo andromonoico, indicaria que la funcion de este gen es dependiente de dosis, y que
una Unica dosis del alelo M no es suficiente para mantener la produccion de etileno necesaria
para la parada del desarrollo de estambres en todas las flores femeninas de la planta (Aguado,
2015).

Tabla 7. Segregacion de las plantas monoicas, parcialmente andromonoicas y andromonoicas en la
generacién F2 resultante del cruzamiento P84xP87.

P84 3 6 0
P87 0 0 12
F1 0 10 2
F2 31 64 42 1:2:1 2,35 | 0,307
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La segregacion entre monoecia, andromonoecia y andromonoecia parcial de las
plantas de la F2 estudiada demostré que este rasgo estda controlado por un solo gen con
dominancia parcial entre monoecia (M) y andromonoecia (A), ya que la segregacion de las
plantas monoicas, andromonoicas y parcialmente andromonoicas de la poblacion F2 se
ajustaba a la proporcion 1:2:1 (X2=2,35, p=0,307) (Tabla 7). Los resultados han demostrado
que el alelo A del parental andromonoico P87 cosegrega con el fenotipo andromonoico en la
F2 estudiada, ya que todas las plantas con genotipo AA tuvieron fenotipo andromonoico.

Manzano y col. (2016) también estudiaron el fenotipo del sexo en dos lineas monoicas
y otra andromonoica, asi como de las generaciones F1 y F2 resultantes de sus cruces. En sus
resultados observaron que la F2 mostraba un fenotipo intermedio entre ambos parentales,
aungue también notaron que el alelo de la monoecia era semidominante sobre el
andromonoico, al contrario de lo ocurrido en este trabajo. Ellos también coincidieron con
Aguado (2015) sobre la existencia de diferentes alelos para la monoecia y la andromonoecia.
Ademas, la segregacion de monoecia, andromonoecia parcial y andromonoecia de la F2 se
ajustaba a la proporcion 1:2:1, demostrando que este rasgo esta controlado por un solo gen.

4.2. RELACION ENTRE LA MONOECIA/ANDROMONOECIA Y EL CUAJADO DE
FRUTOS

Para comparar el cuajado y el desarrollo precoz de los frutos en plantas MM, AA'y
MA, quince flores de cada genotipo y generacion fueron polinizadas y examinadas desde el
dia de antesis hasta 14 DPA.

Aguado y col. (2016) realizaron y estudiaron diversos ensayos para comprobar la
implicacion del gen CitACS4 en varios caracteres de interés agrondmico en sandia como el
cuajado de frutos. En ellos, analizaron el porcentaje de cuajado de dos lineas monoicas y una
andromonoica, asi como el de las generaciones F1 resultantes del cruce de cada linea monoica
por la andromonoica, y de sus respectivas generaciones F2 separadas segun los genotipos
MM, MA y AA. De manera general, el porcentaje de cuajado de las plantas con genotipo AA
tanto del parental andromonoico como de las dos poblaciones segregantes de cada poblacion,
fue menor en comparacion al que presentaban las plantas con genotipo MM y MA, sugiriendo
que la andromonoecia afecta adversamente en el cuajado del fruto. Sin embargo, el analisis
estadistico mostrd diferencias significativas entre la linea andromonoica y una de las lineas
monoicas que actuaban como parentales, mientras que la otra linea monoica no lo hizo. Esto
puede deberse también al hecho de que una linea monoica era mas inestable a la monoecia
que la otra, comportandose de una manera parecida a la linea andromonoica en cuanto al
cuajado de frutos se refiere.
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Figura 19. Porcentaje de cuajado en las lineas P84 y P87, y las generaciones F1 y F2. Se han
establecido dos grupos dentro de las plantas heterocigotas de la F2: MAL representa a aquellas plantas
que han mostrado un comportamiento mas monoico, mientras que MA2 representa a aquellas plantas
gue han mostrado un comportamiento mas andromonoico. Las letras indican diferencias estadisticas
entre genotipos (p<0,05).

Segun el analisis estadistico realizado a los resultados obtenidos en este trabajo, no se
observaron diferencias significativas entre genotipos (Figura 19), indicando que todas las
plantas se comportaban de una forma parecida y evidenciando que la linea monoica P84 es
muy inestable a la monoecia. Aln asi, puede apreciarse como las plantas con genotipo MM
muestran un porcentaje de cuajado ligeramente superior a las plantas con genotipo AA tanto
en las lineas parentales como en las poblaciones de la F2, al igual que sucedié en el ensayo de
Aguado y col. (2016). Este resultado sugiere que, aungue no se pueda afirmar que existe
cosegregacion entre el cuajado de los frutos y el gen CitACS4 de las lineas P84 y P87, la
andromonoecia y el alelo A del gen CitACS4 afectan adversamente en el cuajado de los frutos
de sandia, posiblemente a causa de una reduccion de la produccién de etileno de las yemas
florales de las plantas con genotipo AA.

Pagina | 35



Implicacion del gen CitACS4 en el desarrollo de flores y frutos de sandia (Citrullus lanatus)

4.3. RELACION ENTRE LA MONOECIA/ANDROMONOECIA Y EL CIERRE
PISTILAR

En relacién a este pardmetro, se establecio en primer lugar una escala de tamafio del
cierre pistilar (Figura 20) y, a continuacién, se procedi6 a asignar un nimero del 1 al 5 dentro
de la escala a cada uno de los frutos seleccionados para cada genotipo, siendo 1 el valor
asignado a los frutos con el menor cierre pistilar, y 5 a los frutos con el mayor cierre pistilar.

Figura 20. Escala establecida para la evaluacién del cierre pistilar.
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Figura 21. Tamafio del cierre pistilar en las lineas P84 y P87, y las generaciones F1 y F2. Se han
establecido dos grupos dentro de las plantas heterocigotas de la F2: MAL representa a aquellas plantas
heterocigotas que han mostrado un comportamiento mas monoico, mientras que MAZ2 representa a
aquellas plantas heterocigotas que han mostrado un comportamiento mas andromonoico. Las letras
indican diferencias estadisticas entre genotipos (p<0,05).

Segun el andlisis estadistico realizado a los resultados obtenidos, si se observaron
diferencias significativas entre genotipos (Figura 21). Asi, el tamafio del cierre pistilar en las
plantas de genotipo AA tanto del parental andromonoico P87 como de la poblacion

Pagina | 36



Implicacion del gen CitACS4 en el desarrollo de flores y frutos de sandia (Citrullus lanatus)

andromonoica de la F2, fue mayor que en las plantas de genotipo MM tanto del parental
monoico P84 como de la poblacion monoica de la F2.

Por su parte, la poblacion F1 que presentd un genotipo MA, mostré un tamafio de
cierre pistilar muy parecido al del parental monoico P84. Las plantas con genotipo MA de la
F2 se separaron en dos poblaciones: la poblacion MAL1 que mostr6 un tamafio de cierre
pistilar similar al de las plantas con genotipo MM, y la poblacion MA2 que mostr6 un tamafio
de cierre pistilar parecido al de las plantas con genotipo AA. Estos resultados demuestran que
la andromonoecia estd asociada con un mayor tamafo del cierre pistilar, y que la monoecia
esta asociada con uno menor.

Como se ha descrito en la revision bibliografica, las flores pistiladas de sandia, tanto
femeninas como hermafroditas, presentan un ovario infero, es decir, el ovario se encuentra
debajo del receptaculo en el que se insertan el resto de verticilos. Las plantas andromonoicas
producen flores hermafroditas y, sobre el receptaculo, se situan el androceo, gineceo, corola 'y
caliz. En cambio, las plantas monoicas producen flores femeninas, por lo que presentan los
mismos verticilos que las flores hermafroditas a excepcion del androceo. Dado que las flores
hermafroditas poseen un verticilo més, el tamafio de la cicatriz pistilar tras el proceso de
abscision floral es también mayor. Esta podria ser la causa de que el cierre pistilar observado
en las plantas andromonoicas haya sido mayor que el observado en las plantas monoicas.

44. RELACION ENTRE LA MONOECIA/ANDROMONOECIA Y EL
DESARROLLO TEMPRANO DEL FRUTO

Como ya se indico en el apartado de “Material y métodos”, para evaluar el crecimiento
del ovario se seleccionaron 15 flores de cada genotipo y se procedié a medir la longitud y el
grosor del ovario cada dos dias desde el dia de antesis hasta 14 DPA.

En antesis, la longitud del ovario en el parental andromonoico de genotipo AA fue
mayor a la del parental monoico de genotipo MM (Tabla 8). EI mismo comportamiento se
observd en la F2, siendo la longitud del ovario de las plantas con genotipo AA mayor a la de
las plantas con genotipo MM. De manera general, podrian establecerse dos grupos
diferenciados: las plantas con genotipo AA de la F2 mostraron la mayor longitud del ovario
en antesis, al contrario que ocurria con el parental monoico. Estos resultados indican que el
desarrollo inicial de fruto estd bajo el control del gen CitACS4, y que una menor produccion
de etileno promovida por el alelo A del gen, favoreceria el crecimiento del ovario hasta
antesis.

De la misma manera, el grosor del ovario en antesis del parental andromonoico fue
mayor al del parental monoico. Lo mismo ocurri6 en la F2. El grosor del ovario de las plantas
con genotipo AA era mayor al de las plantas con genotipo MM. En este caso, podrian
establecerse tres grupos diferenciados entre todas las poblaciones, aunque dos de ellos tienen
mas relevancia: por una parte, las plantas con genotipo MM de la F2 presentaron el menor
grosor de ovario de todas las poblaciones y, por otra parte, las plantas con genotipo AA de la
F2 presentaron el mayor grosor de ovario.
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Tabla 8. Longitud, grosor y tasas de crecimiento en frutos de las lineas P84 y P87, y las poblaciones
F1y F2. Las letras indican diferencias estadisticas entre genotipos (p<0,05).

P84 MM 12,90+0,35b 24,40+2,57 ab | 59,48+3,87 ab
P87 AA 13,88+0,64 ab 23,22+1,99 ab 41,66+3,14 d
F1 MA 13,15+0,65 ab 24,97+3,24 a 45,60+3,02 cd
MM 13,20+0,59 ab 30,01+3,26 a 66,09+3,84 a
F2 AA 14,72+0,75 a 15,38+2,90 b 51,49+1,87 bc
HM 14,18+0,55 ab 30,00+3,33 a 56,10+2,77 b
HA 14,02+0,67 ab 27,20+4,09 a 44,95+3,23 cd

P84 MM 8,71+0,25 ¢ 17,55+1,81 c 58,13+3,23 ab
P87 AA 10,87+0,62 ab 20,71+1,77ab | 49,91+3,40 ab
F1 MA 9,66+0,41 bc 21,25+2,93bc | 49,81+2,23 ab
MM 7,37+0,21d 18,22+2,08 d 56,20+2,13 ab
F2 AA 11,31+0,64 a 14,15+3,10 a 60,63+2,48 b
HM 8,82+0,39 c 20,42+2,39 ¢ 54,68+2,71 ab
HA 10,50+0,55 ab 22,76+3,59 ab 53,18+2,09 a

Durante los dias inmediatamente después de antesis (0-4 DPA), no hubo diferencias
significativas en cuanto al crecimiento longitudinal del ovario en ambos parentales. No
obstante, no ocurrié lo mismo con las poblaciones de la F2, donde los ovarios de las plantas
con genotipo AA mostraron la menor tasa de crecimiento durante este periodo de tiempo. En
relacién al grosor, la tasa de crecimiento del parental andromonoico fue mayor al del
monoico. Sin embargo, las plantas con genotipo AA de la F2 mostraron el menor crecimiento
de todas las poblaciones.

Por su parte, entre los dias 4-10 DPA, la tasa de crecimiento longitudinal del parental
monoico fue bastante mayor a la del parental andromonoico. EI mismo comportamiento se
observd en la F2. En cuanto a la tasa de crecimiento del grosor, no se observaron diferencias
significativas entre los parentales. En la F2 si que hubo diferencias significativas ya que las
plantas con genotipo AA mostraron la menor tasa de crecimiento en grosor del ovario.

El mayor tamafio del ovario de las plantas con genotipo AA en antesis podria deberse
a una reduccion en la produccion de etileno en las yemas florales, lo que ocasionaria un
aumento de la tasa de crecimiento del ovario o un retraso en la maduracion del pétalo,
extendiendo asi el periodo de preantesis (Manzano y col., 2016). Resultados similares fueron
encontrados en cultivares parcialmente andromonoicos y mutantes andromonoicos de C.
pepo, donde la extension del periodo de preantesis ademas de correlacionar con un mayor
tamafio de ovario, también lo hacia con un desarrollo partenocarpico del fruto (Martinez y
col., 2013).
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Este retraso en la maduracién del pétalo no solo aumentaria el tamafio del ovario en
antesis, sino que también provocaria que el estigma madurase antes de la apertura de la flor,
repercutiendo en la produccion de frutos y el numero de semillas (Manzano y col., 2016). La
reduccion de la tasa de crecimiento de las plantas con genotipo AA durante los dias
inmediatamente posteriores a antesis, podria también estar relacionado con la reduccién de la
receptividad del estigma, y el consecuente nivel de fecundacion de los 6vulos.

4.5. RELACION ENTRE LA MONOECIA/ANDROMONOECIA Y LA FORMA DEL
FRUTO

Para evaluar la forma del fruto se establecio la ratio entre el diametro longitudinal y el
diametro ecuatorial de cada fruto (R) desde el dia de antesis hasta 14 DPA. Si R=1, el fruto se
considera redondo, y si R>1, el fruto se considera ovalado.

En 1928, Rosa, ademas de demostrar que la monoecia en sandia es un caracter
dominante sobre la andromonoecia, también observo una correlacion entre el fenotipo sexual
y la forma del fruto en meldn, pepino y sandia, sugiriendo que la forma del fruto podria
deberse a la accidn pleitropica del gen encargado de la determinacion del sexo.

En 1937, Weetman realiz6 un ensayo en el que evalud la herencia de la forma del
fruto, cruzando variedades de sandia con fenotipo redondo y variedades con fenotipo
alargado. En todos los cruces, los frutos de la F1 mostraron un fenotipo intermedio entre
ambos parentales. Por su parte, los frutos de la F2 mostraron tres fenotipos distintos
(alargado, intermedio y redondo) que se ajustaban a la proporcion 1:2:1. Estos resultados le
llevaron a la conclusién de que el fenotipo en sandia estaba controlado por un solo gen,
presentando la forma alargada una dominancia incompleta sobre la forma redonda. Poole y
Grimball (1945) confirmaron los resultados obtenidos por Weetman y, ademas, demostraron
que existia una cosegregacion entre el fenotipo redondo del fruto con el fenotipo sexual
andromonoico, y entre el fenotipo alargado del fruto con el fenotipo sexual monoico.

En 2009, Li y col. observaron una cosegregacion entre frutos de pepino redondeados y
flores hermafroditas, lo que podria explicarse por la pleitropia en el locus m. Sin embargo,
Tan y col. (2015) encontraron una linea andromonoica que en vez de presentar frutos con
fenotipo redondeado, presentaron frutos con fenotipo ovalado al igual que producian las
plantas monoicas, evidenciando la existencia de un nuevo alelo. Ademas, comprobaron que
esta nueva variacion alélica se debia a la presencia de varias mutaciones en el gen CsSACS2, el
cual es el principal candidato para el locus m en pepino (Boualem y col., 2009). Tras realizar
un cruce con este alelo y observar su F2, Tan y col. (2015) llegaron a la conclusion de que la
forma del fruto esté influenciada por el balance endogeno transitorio del etileno.

Segun los datos obtenidos en este trabajo, el fenotipo en antesis de todos los ovarios
era alargado independientemente de su genotipo (Tabla 9), aunque las plantas que tenian
genotipo MM tanto en la linea parental como en la poblacién F2 presentaron un R mayor que
el de las plantas con genotipo AA, indicando en un principio que los frutos de las plantas
monoicas eran mas alargados que los frutos de las plantas andromonoicas.
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Tabla 9. Forma del fruto de sandia en antesis y 14 DPA de las lineas P84 y P87, y las poblaciones F1
y F2. R es la razdn entre el didmetro longitudinal y transversal del fruto. Las letras indican diferencias
estadisticas entre genotipos (p<0,05).

P84 MM 1,45+0,09 bc 1,07+0,03 bc
P87 AA 1,26+0,05 ¢ 0,93+0,01 d
F1 MA 1,42+0,02 bc 0,99+0,02 bed
MM 1,87+0,14 a 1,21+0,07 a
F2 AA 1,33+0,04 ¢ 0,93+0,02 cd
MA1 1,62+0,10 b 1,11+0,07 ab
MA2 1,33+0,08 ¢ 0,96+0,06 cd

Este comportamiento se apreciaba también en los frutos transcurridos 14 DPA, aunque
el fenotipo de la forma para cada genotipo estaba mas establecido (Figura 22). Los frutos de
las plantas con genotipo MM presentaban el mayor R, al contrario que les ocurria a los frutos
de las plantas con genotipo AA (Tabla 9). Dado que el gen CsACS2 en pepino es ortdlogo al
gen CitACS4 en sandia y ambos son responsables del proceso de biosintesis de etileno, hace
pensar que la forma del fruto en sandia también esta regulada por el balance end6geno de
etileno, y que el gen CitACS4 estd implicado en ello, repercutiendo tanto en la forma ovalada
de los frutos con genotipo monoico como en la forma redonda de los frutos con genotipo

andromonoico.
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Figura 22. Forma del fruto a los 14 dias después de la antesis para cada uno de los genotipos
estudiados.

4.6. COMPARACION DEL CRECIMIENTO DE OVARIO Y PETALOS EN FLORES
PISTILADAS Y MASCULINAS DE DISTINTAS LINEAS

Con el fin de comparar el crecimiento de las flores de lineas monoicas Yy
andromonoicas de sandia, se seleccionaron 15 flores de 2 mm de tamafio (tanto masculinas
como pistiladas) de dos lineas monoicas (P86 y P84), junto con otra andromonoica (P87). De
estas flores se hizo un seguimiento de longitud de ovarios y pétalos hasta el dia de antesis.

Los resultados han demostrado que los pétalos y ovarios de flores femeninas y
hermafroditas tienen diferentes tasas de crecimiento longitudinal (Figura 25). En relacién a la
evolucidn de la longitud del ovario, no se apreciaron grandes diferencias hasta llegar al dia 4
(Figura 23), donde el tamafio alcanzado en la linea andromonoica era inferior al alcanzado por
las lineas monoicas. Sin embargo, el tamafio alcanzado el dia 8 era muy parecido entre todas
las lineas, aunque el ovario de la linea andromonoica seguia siendo inferior.

Por su parte, en cuanto a la evolucion de la longitud de los pétalos, se aprecia como
desde el primer dia la longitud de los pétalos en la linea andromonoica es mayor a la de las
lineas monoicas. El dia 6 se observaron diferencias significativas entre las lineas, siendo la
andromonoica la que menor longitud de pétalo ha desarrollado, y la monoica P84 la que mas.
Aln asi, a partir del dia 8, el patron de crecimiento del pétalo entre las lineas monoicas
empieza a cambiar, y ahora es la linea monoica P86 la que muestra mayor tamafio que la P84,
evidenciando esta Ultima linea un retroceso considerable en su tasa de crecimiento. Mientras,
la linea andromonoica sigue siendo la que menos crece.
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Figura 23. Evolucion del crecimiento longitudinal de ovarios (arriba) y pétalos (abajo) de flores
pistiladas en dos lineas monoicas (P86 y P84) y una andromonoica (P87). Las letras indican
diferencias estadisticas entre genotipos (p<0,05).
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Figura 24. Evolucién del crecimiento longitudinal de pétalos de flores masculinas en dos lineas
monoicas (P86 y P84) y una andromonoica (P87). Las letras indican diferencias estadisticas entre
genotipos (p<0,05).

Cabe destacar que las flores pistiladas de la linea andromonoica abrieron a los 10 dias
de empezar a tomar las medidas, mientras que las flores femeninas de las lineas monoicas
abrieron a los 8 dias. Ademas, si tenemos también en cuenta la evolucion de las flores
masculinas de las lineas objeto de estudio (Figura 24), todas ellas abrieron a los 10 dias y
mostraron un tamafio muy similar por lo que, estadisticamente hablando, no se apreciaron
diferencias significativas.

Al igual que en otras Cucurbitaceas, el etileno es necesario para detener el crecimiento
de los estambres durante el desarrollo correcto de una flor femenina. En etapas tempranas de
desarrollo, la produccién de etileno entre flores masculinas y femeninas es similar. En etapas
méas tardias, sin embargo, el nivel de etileno producido por flores femeninas es
significativamente mayor que el producido en flores masculinas (Manzano y col., 2014). El
gen CitACS4 es el encargado de parar el desarrollo de los estambres en sandia, pero una
mutacion recesiva en este gen reduce la produccion de etileno en la yema floral,
desembocando en la conversion de una flor femenina en una hermafrodita, es decir, en el paso
de monoecia a andromonoecia (Manzano y col., 2016). Ademas, Manzano y col. (2016)
demostraron que la produccion de etileno en el desarrollo de una flor hermafrodita era similar
a la producida por una flor masculina, sugiriendo que las flores hermafroditas podrian resultar
de una reduccidn de etileno en la yema floral femenina.
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Dicha reduccidn en el nivel de etileno en las yemas florales, ademas de afectar a la
parada del crecimiento de los estambres, también podria regular el crecimiento y maduracion
de los pétalos, cuya principal consecuencia seria el retraso en su maduracion, alargando asi el
periodo de preantesis y, por consiguiente, el dia de antesis (Aguado y col., 2016). Es por este
motivo que la linea andromonoica tarda mas tiempo en entrar en antesis que las lineas
monoicas, y lo que podria explicar también el mayor tamafio de los ovarios de las flores
andromonoicas en antesis.

FLORES PISTILADAS:

P87: 1

Figura 25. Evolucion del tamafio de ovario y pétalos en flores femeninas (arriba), y s6lo de pétalos en
flores masculinas (abajo), de las lineas monoicas P86 y P84, y la linea andromonoica P87.
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4.7. COMPARACION DEL CRECIMIENTO DE ESTAMBRES, OVARIO Y
PETALOS EN FLORES PISTILADAS DE DISTINTAS LINEAS

Como ya se ha descrito previamente, C. lanatus es una especie monoica que produce
flores masculinas y femeninas en el mismo pie de planta. En condiciones de alta temperatura
(primavera y verano), algunos cultivos de C. lanatus presentan cierta inestabilidad para la
monoecia, evidenciando una andromonoecia parcial o total, es decir, las flores femeninas se
convierten en hermafroditas con diferentes grados de desarrollo en los estambres.

Las flores hermafroditas de la linea andromonoica P87 llegaron a un completo
desarrollo de estambres con 1A=2,99, alcanzando un tamafio maximo medio de 6,69+0,21
mm. Este tamafio de estambres se corresponde también con un tamafio maximo medio de
ovario de 18,73+0,85 mm, y con un tamafio maximo medio de pétalo de 19,52+0,72 mm. En
cambio, en flores femeninas, no se desarrollaron los estambres por completo y solo mostraron
unos pequefios filamentos debajo del pistilo, alcanzando un tamafio maximo medio de
3,29+£0,13 mm para la linea monoica P84, y 2,95+0,10 mm para la linea monoica P86.
Ademas, mientras que la linea P84 alcanzaba un tamafio maximo medio de 14,34+0,49 mm y
12,89+0,57 mm en ovario y pétalo respectivamente, la linea P86 alcanzaba un tamafio
maximo medio de 15,27+0,31 mm en ovario, y de 15,73+0,14 mm en pétalo (Figura 26).
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Figura 26. Comparacion del crecimiento de ovarios respecto al de estambres en flores pistiladas en
dos lineas monoicas (P84 y P86) y una andromonoica (P87).
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Figura 27. Comparacion del crecimiento de pétalos respecto al de estambres en flores pistiladas en
dos lineas monoicas (P84 y P86) y una andromonoica (P87).

Por lo que respecta al tamafio de los estambres, éste es mucho menor en las flores
pistiladas de las lineas monoicas que en el de la linea andromonoica. Cuando comparamos el
crecimiento de estambres respecto al de pétalos y ovario en cada una de las lineas,
observamos que el coeficiente de regresion R2 es mayor de 0,9, lo que implica una correlacion
directamente proporcional entre las variables analizadas. Sin embargo, el crecimiento de
estambres respecto al de ovario y pétalos fue superior en la linea monoica P84 que en la linea
monoica P86, lo que indica que en las flores de la linea P86 se lleva a cabo un menor
desarrollo de estambres y que, por lo tanto, la linea monoica P84 es ligeramente mas inestable
a la monoecia que la linea P86 (Figura 27).
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Figura 28. Comparacién del crecimiento de pétalos respecto al de ovarios en flores pistiladas en dos
lineas monoicas (P84 y P86) y una andromonoica (P87).

Por otro lado, al comparar el crecimiento de ovarios con respecto al de pétalos,
también se observa que el coeficiente de correlacion es mayor de 0,9. Ademas, aunque el
tamafo alcanzado por ovarios y pétalos en la linea andromonoica P87 sea mayor al de las
lineas monoicas P84 y P86, las recta de regresion indican que las tasas de crecimiento son
muy parecidas entre ellas (Figura 28).

Estos resultados demuestran que el crecimiento de ovarios, pétalos y estambres esta
relacionado entre si, es decir, no crecen de manera independiente. Aln asi, no puede afirmarse
que el gen CitACS4 esté implicado en esta conducta dado que no se ha estudiado su
comportamiento en la generacién F2. Este tema podria ser objeto de estudio para un ensayo
en un futuro.
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5. CONCLUSIONES

PRIMERA. La caracterizacion fenotipica del indice de Andromonoecia (1A) en las
generaciones F1 y F2 derivadas del cruce entre las lineas puras monoica (P84) y
andromonoica (P87), demuestra en este ensayo que el fenotipo sexual en C. lanatus esta
controlado por un solo locus semidominante.

SEGUNDA. La evaluacion del cuajado de los frutos de las lineas puras P84 y P87, y
las generaciones F1 y F2, ha demostrado que no existe cosegregacion entre el cuajado de los
frutos y el gen CitACS4. Aun asi, puede apreciarse como el alelo A responsable de la
andromonoecia afecta adversamente al cuajado, evidenciando que este cardcter esta
influenciado por el etileno.

TERCERA. El gen CitACS4 cosegrega con el tamafio del cierre pistilar. Mientras que
el alelo A de la linea andromonoica cosegrega con un mayor tamafo, el alelo M de la linea
monoica lo hace con uno menor.

CUARTA. EIl gen CitACS4 regula el desarrollo inicial del fruto. El alelo A promueve
una menor produccion de etileno en las yemas florales, retrasando la maduracion el pétalo y
extendiendo asi el periodo de preantesis, provocando a su vez que el tamafio longitudinal y
transversal del ovario en antesis sea mayor al de las plantas que presentan el alelo M.

Este retraso en la maduracion del pétalo repercute también en una menor receptividad
del estigma, provocando que la tasa de crecimiento del ovario entre antesis y 14 DPA en
plantas que presentan el alelo A sea menor a la de las plantas que presentan el alelo M en este
mismo periodo de tiempo.

QUINTA. El gen CitACS4 cosegrega con la forma del fruto. Mientras que el alelo A
esta relacionado con una forma mas redonda del fruto, el alelo M lo estd con una forma més
alargada.

SEXTA. Las flores pistiladas de la linea andromonoica P87 entran en antesis 2 dias
mas tarde que las flores pistiladas de las lineas monoicas P84 y P87, demostrando que una
disminucion en la produccién de etileno en las yemas florales extiende el periodo de
preantesis y provoca que el tamafio del ovario de las plantas andromonoicas en antesis sea
mayor al de las plantas monoicas.

SEPTIMA. Se ha detectado una correlacion significativa entre el crecimiento de
ovarios, pétalos y estambres de las flores pistiladas tanto en las lineas monoicas P84 y P86
como en la linea andromonoica P87.
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